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RESUMO

MAZZINI, Luisa Faria Monteiro, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2020.
Avaliacao espectroquimica do ambiente quimico de antocianinas naturais. Orientador:
Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientadores: André Fernando de Oliveira e
Cristiane Aparecida Almeida.

As antocianinas sdo um grupo de pigmentos pertencentes a classe dos flavondides, que
garantem coloracdo as plantas. Esse tipo de pigmento estd presente nas sépalas de horténsia e
na casca da berinjela. Os diferentes tipos de cores adquiridas pelas sépalas de horténsia sao
causados pela mesma antocianina, mas dependem do tipo de solo em que a horténsia € plantada.
A fim de entender esse comportamento das antocianinas presentes nas horténsias, foram
realizados diversos estudos com o extrato liquido obtido das sépalas, visando comprovar os
fatores que afetam o comportamento da mesma, além de verificar se a presenga de metais no
solo, como o aluminio, afeta na coloracdo das sépalas. Foi observada uma semelhanca entre os
espectros de reflectancia difusa das sépalas azuis in natura com o espectro do complexo
aluminio-antocianina, corroborando a participa¢do do aluminio na formag¢do da cor azul das
sépalas. Além do aluminio, foram estudados outros metais, como: cdlcio, cidmio, chumbo entre
outros, sendo que somente o ferro (II) e o ferro (III) se complexaram com a antocianina do
extrato com alteragdo do espectro de absor¢do na regido do ultravioleta e visivel. Devido ao
curto periodo de floracdo das horténsias e relatos de que a mesma antocianina presente nas
sépalas de horténsias também € a antocianina responsdvel pela coloracao na berinjela, foram
estudadas também as antocianinas extraidas da casca de berinjela. O extrato de berinjela foi
caracterizado por espectroscopia no infravermelho, sendo obtidos os espectros com ferro (II),
ferro (III) e aluminio. Além disso, os teores de ferro e aluminio na amostra liofilizada foram
determinados. Foi possivel confirmar similaridade entre as antocianinas dos extratos de
horténsia e berinjela, sendo que a baixa concentrac@o de aluminio e ferro no extrato de berinjela
ndo interferiram nos resultados. Foi realizada a deconvolucdo dos espectros em diferentes
valores de pH utilizando o algoritmo MCR/ALS, a fim de estimar a quantidade de espécies
quimicas associadas ao sistema da antocianina presentes no meio. Foi possivel observar a
presenca de diferentes espécies em solucdo para as duas fontes, como o cdtion flavilico, a

pseudobase carbinol e as chalconas. Os estudos cinéticos com o extrato de berinjela



demonstraram que o modelo de pseudo primeira ordem foi adequado para descrever o

mecanismo cinético entre as antocianinas e o pH da solugdo.

Palavras-chave: Delfinidina. Aluminio. Espectrofotometria. Espectroscopia de Reflectancia

Difusa. Complexos metélicos. MCR/ALS.



ABSTRACT

MAZZINI, Luisa Faria Monteiro. M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2020.
Spectro-chemical evaluation of the chemical environment of natural anthocyanins.
Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Co-Advisers: André Fernando de Oliveira
and Cristiane Aparecida Almeida.

Anthocyanins are a group of pigments belonging to the flavonoid class, which guarantee color
to plants. This type of pigment is present in hydrangea sepals and eggplant skin. The different
types of hydrangea sepals are caused by the same anthocyanin, but it depends on the type of
soil that the hydrangea is planted. In order to understand the behavior of anthocyanins in
hydrangeas, studies were carried out with the liquid extract obtained from the sepals, in order
to prove the factors that affect your behavior, in addition to checking whether the presence of
metals in the soil, such as aluminum, affects the color of the sepals. Initially, the sepals were
characterized by diffuse reflectance, where it was possible to obtain the absorption spectra of
the sepals and compare them with the spectrum obtained for the aluminum-anthocyanin
complex, thus finding a similarity between the spectrum of this complex with the spectrum of
blue colored sepals, indicating that aluminum does play a role in the formation of blue sepals.
In addition to aluminum, other metals were studied, such as: calcium, cadmium, lead, among
others, with only iron (II) and iron (IIT) form complex with the anthocyanin in the extract with
alteration of the absorption spectrum in the ultraviolet and visible region. Due to the short
flowering period of the hydrangeas and reports that the same anthocyanin present in the
hydrangea sepals is also the anthocyanin responsible for the coloring in the eggplant, it was
decided to continue the studies using the anthocyanins extracted from the eggplant peel. The
eggplant extract was characterized by infrared spectroscopy, with spectra obtained with iron
(II), iron (IIT) and aluminum. In addition, the levels of iron and aluminum in the lyophilized
sample were determined. It was possible to confirm similarity between the anthocyanins of the
hydrangea and eggplant extracts, and the low concentration of aluminum and iron in the
eggplant extract did not interfere in the results. The deconvolution of the spectra at different pH
values was performed using the MCR / ALS algorithm, in order to estimate the amount of
chemical species associated with the anthocyanin system present in the medium. It was possible
to observe the presence of different species in solution for the two sources, such as the flavylic

cation, the carbinol and the chalcones. Kinetic studies with eggplant extract demonstrated that



the first order model was adequate to describe the kinetic mechanism between anthocyanins

and the pH of the solution.

Keywords: Delfinidin. Aluminum. Spectrophotometry. Diffuse Reflectance Spectroscopy.

Metal Complexes. MCR/ALS.
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1 INTRODUCAO

1.1. Sensacao de cor
A cor é uma impressao sensorial do observador, sendo resultante da interacdo entre a fonte
de luz, o objeto e o sistema visual humano (X-RITE, 2004). Quando a luz refletida pelo objeto
chega até o observador, uma pequena faixa do espectro eletromagnético € detectada pelo olho
humano, compreendendo comprimentos de onda na regido do visivel que vao de 380 nm a 780

nm (MARTINS, SUCUPIRA e SUAREZ, 2015), como esta representado na Figura 1.

LUTNNIVAVAVAVAVAVAVAVA VA VA VA VA WU WA g e e

| Raios Gama l Raios-X I UV || Infravermelho Micro-ondas Ondas de Radio
10%m 102m 10%m _ M. _ 10*m 1m 10°m
-~ Luz Visivel -
I 1 1
400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Figura 1: Espectro eletromagnético na regido do visivel de 380 a 780 nm (CARVALHO, 2020).

O olho humano se comporta como detector gracas a presenca de células nervosas que sao
sensiveis a luz, conhecidas como cones e bastonetes (HELENE e HELENE, 2011). Os cones
sdo responsaveis por garantir a sensacao de cor para o observador, pois sdo capazes de detectar
trés regides diferentes do espectro visivel, por isso existem trés tipos de cones diferentes: os
cones vermelhos, verdes e azuis (MEHRI, 2017; MUSTAFI, ENGEL e PALCZEWSKI, 2009).
Gracas a combinacao da intensidade desses cones, ocorre a formagao de impulsos elétricos, que
chegam até o cérebro dando a sensacdo de cor (CONWAY, CHATTERIJEE, et al., 2010). J4 os
bastonetes ndo apresentam essa capacidade de distinguir essas regides no visivel, mas sdo muito
importantes para que o olho humano possa enxergar com pouca luminosidade (MARTINS,

SUCUPIRA e SUAREZ, 2015).
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1.2. Corantes sintéticos e naturais

Os corantes sdo aditivos que conferem, intensificam ou restauram a cor de alimentos e
bebidas (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Por isso s@o substancias amplamente
utilizadas pelas inddstrias, pois, seu uso estd diretamente ligado com a aceita¢do do consumidor

(DOWNHAM e COLLINS, 2000).

Essas substancias estdo divididas em duas classes principais: os corantes sintéticos e 0s
corantes naturais (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Os corantes sintéticos sio
substancias artificiais que apresentam como caracteristicas: alta estabilidade frente a fatores
como a luz, pH, presenca de oxigénio e ao calor, ampla gama de cores, alto poder de tingimento,
além de baixo custo de produ¢do (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Mesmo com
todas essas vantagens, alguns corantes pertencentes a classe dos corantes azo, como o azul
brilhante, amarelo crepisculo e tartrazina tém apresentado alergia em algumas pessoas
(GUARATINI e ZANONI, 2000; LAU, MCLEAN, et al., 2006; MARMITT, PIROTTA e
STULP, 2010). Dessa maneira, o nimero de aditivos sintéticos utilizados pela industria tem
diminuido com o passar dos anos e a procura por corantes naturais tem aumentado

expressivamente (PAZMINO-DURAN, GIUSTIL, et al., 2001).

Dentre os corantes naturais mais utilizados pela industria, tem-se o urucum,
antocianinas, betalainas, curcumina, entre outros (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI,
2002). Essa classe de corantes tem proporcionado coloracdo mais clara e aspecto natural ao
produto, além disso, devido a sua atividade antioxidante tem tido alta aceitabilidade do
consumidor (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Os principais grupos dessa classe
de corantes encontrados na natureza sdo os carotenoides e os flavondides (BOBBIO &
BOBBIO, 1992 apud (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002)), sendo os flavonéides

o enfoque deste trabalho.

1.3. Flavondides e antocianinas

Os flavondides sdao uma classe de pigmentos que apresentam como estrutura
fundamental uma molécula formada por quinze dtomos de carbono organizados na forma Ce-
C3-Ce, ou seja, dois anéis benzénicos e um grupo pirano (KAMMERER, 2016). Essa classe de
pigmentos estd dividida em seis grupos principais que se diferenciam pelo estado de oxidacdo
do anel de pirano (IKAN, 1991). A estrutura quimica dos principais flavondides esta

representada na Figura 2:



CAPITULO 1: Introducdo, Justificativa do trabalho e objetivos 24
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Figura 2: Estrutura quimica dos principais tipos de flavonoides (MOLNAR-PERL e
ZS.FUZFAL, 2005).

Dentre os seis grupos de flavonoides, destacam-se as antocianidinas, nas quais derivam-
se as antocianinas (MARCO e POPPI, 2008). As antocianinas apresentam como estrutura
fundamental o cation flavilico (Figura 3) e se diferenciam das antocianidinas por apresentar
acucares ligados aos grupos hidroxila de suas moléculas (MARCO e POPPI, 2008), sendo que,
as antocianidinas mais encontradas na natureza sdo: pelargonidina, cianidina, delfinidina,
peonidina, petunidina e malvidina, que receberam esses nomes devido a matriz que elas foram
1soladas primeiramente (HARBORNE, 1982). A diferenca entre cada uma das antocianidinas

estd representada na Tabela 1.

HO 0N
e
F OH
OH

Figura 3: Estrutura do cétion flavilico (KAMMERER, 2016).
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Tabela 1: Nomes e grupos substituintes das antocianidinas mais encontradas na natureza

(KAMMERER, 2016).

Substituicao

Antocianidina R R R
Pelargonidina H OH H
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Peonidina OCH; OH H
Petunidina OCH; OH OH
Malvidina OCH; OH OCH3

As antocianinas sdo responsdveis por garantir coloracdo azul, rosa, vermelha, roxa em
flores, frutos, caules e raizes (KAMMERER, 2016), sendo que a diferenca entre uma
antocianina e outra estd no nimero de hidroxilas, no grau de metilacdo desses grupos, além da
natureza, da quantidade de acucares ligados, e da posicdo de ligacdo desses actiicares (MAZZA

e BROUILLARD, 1987).

1.3.1. Fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas

Virios fatores afetam a estabilidade das antocianinas quando em solucdo aquosa,
principalmente quando esse grupo de pigmentos € submetido a variacdes de pH, a presenca de
oxigénio, de luz e quando submetidas a altas temperaturas (LOPES, XAVIER, et al., 2007).
Esses fatores fazem com que ocorra uma diminui¢do ou modificacdo da coloragdo desses
pigmentos, podendo acarretar na formacdo de precipitados ao final do processo (LOPES,

XAVIER, et al., 2007).

Segundo LOPES et al. (2007), a estabilidade das antocianinas aumenta quando esses
pigmentos se encontram em um meio dcido onde héd a predominancia do cétion flavilico em

solug@o. Além disso, outros fatores que influenciam na estabilidade das antocianinas sdo: a co-
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pigmentagdo, a presenga de fons metdlicos como ferro e aluminio e a concentracdo desses

pigmentos em solu¢do (KAMMERER, 2016) .

1.3.2. Comportamento das antocianinas frente a variaciao de pH

As antocianinas apresentam alta solubilidade em dgua e quando em solugdo, apresentam
diferentes estruturas em equilibrio em fun¢dao do pH do meio, podendo ser usadas como
indicadores acido-base (MEBANE e RYBOLT, 1985; TERCI e ROSSI, 2002). Para valores de
pH menores que 2 predomina-se em solucdo o cation flavilico de coloragdo avermelhada
(KAMMERER, 2016; MARCO e POPPI, 2008), ja para valores de pH em torno de 6,
predomina-se a pseudobase carbinol incolor (MARCO e POPPI, 2008; TERCI e ROSSI, 2002),
e para valores de pH acima de 6 podem haver em solugdo tanto as anidrobases de coloragdo
violeta quanto as de coloracdo azul (TERCI e ROSSI, 2002). Para valores de pH acima de 9,
ocorre a quebra do anel de pirano e a formagao das chalconas de coloragdo amarela (MARCO
e POPPI, 2008; TERCI e ROSSI, 2002). As diferentes estruturas em fun¢do do pH podem ser

visualizadas na Figura 4.
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Figura 4: Possiveis estruturas das antocianinas em fun¢do do pH do meio. Equilibrios dcido-

base de Bronsted e Processos Redox (baseado em TERCI e ROSSI, 2002).

Como apresentado na Figura 4, o chamado ion flavinico, é na verdade um radical

bastante estaivel (NAKAGAWA e MAEDA, 2017).

1.3.3. Influéncia da copigmentaciao e da ligacio com ions metalicos sobre as antocianinas

A copigmentagdo € a interacdo das antocianinas com outros tipos de moléculas como
aminodcidos, acidos organicos, flavonoides e alcaloides (MAZZA e BROUILLARD, 1987).
Essa interacio produz um aumento da absorbincia e deslocamentos batocrdmicos do

comprimento de onda médximo (MAZZA e BROUILLARD, 1987)

Devido a essas caracteristicas, existem muitos estudos que comprovam que a
copigmentacdo protege as antocianinas da degradaciao (LOPES, XAVIER, et al., 2007), como
foi relatado por STRINCHETA (1991), em que o aumento da concentracdo de 4cido tanico
causou diminuicdo da degradacdo das antocianinas. Esse mesmo fato foi relatado para
antocianinas presentes no milho, em que a adi¢cdo do copigmento C-glicosil flavona aumentou
a intensidade da coloracdo dos extratos, causando deslocamentos batocromicos de cerca de 10

a 13 nm (CHATHAM, HOWARD e JUVIK, 2020).

Além da copigmetacdo, as antocianinas com mais de um grupo hidroxila em sua

estrutura, como a cianidina, petunidina e delfinidina, podem formar complexos com ions
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metdalicos, como o ferro (II), ferro (I1I), aluminio, cobre e magnésio (KAMMERER, 2016). A
formacdo desses complexos estabiliza as antocianinas, acarretando deslocamentos

batocromicos do espectro de absor¢io (KAMMERER, 2016).

Esses complexos entre as antocianinas e os ions metalicos podem ser evidenciados a
partir da coloracdo presente em diversos tipos de plantas como a cor azul desenvolvida pelas
sépalas de horténsia, como relatado na literatura, é provocada pela formacao do complexo entre

a delfinidina e o ion aluminio (YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009).

1.3.4. Comportamento das antocianinas frente a presenca de luz, oxigénio e ao calor

A luz pode afetar as antocianinas de maneiras diferentes, sendo de extrema importancia
para a producdo e acimulo desse tipo de pigmento nos tecidos da planta, além de causar
degradacao de extratos que contém esses pigmentos (KAMMERER, 2016). Este dltimo fato foi
comprovado em diversos estudos, como por exemplo, quando as antocianinas presentes no
capim limao foram submetidas a luz, observando degradacdo (STRINGHETA, 1991). ASKAR
et al. (2015) comparou extratos de antocianina de Rosella colocadas tanto no escuro quanto na
luz em diferentes valores de pH, e observou que os extratos que foram submetidos a luz
sofreram maior degradacdo. Além disso, nesse mesmo estudo, comparou-se 0s extratos
submetidos a luz, e observou-se que para aqueles de maior valor de pH, houve uma maior
degradacdo em relacdo aos extratos de menor valor de pH. DIRBY et al. (2001) comprovou
que a quantidade de antocianina do repolho roxo degrada na presenca de luz, chegando nas

mesmas conclusdes de ASKAR et al. (2015) sobre o efeito do pH.

Além da luz, um outro fator que afeta a estabilidade das antocianinas € a presenca de
oxigénio no meio, mesmo na auséncia de luz e para qualquer valor de pH (LOPES, XAVIER,
et al., 2007). DARAVINGAS e CAIN (1968) comprovaram que as antocianinas presentes no
suco de framboesa sofriam degradacdo por causa da presenga de oxigé€nio, enquanto que na

presenca de nitrogénio tinham maior estabilidade.

A temperatura também € um dos fatores que provocam degradacdo desse tipo de
pigmento (LOPES, XAVIER, et al.,, 2007, KAMMERER, 2016). STRINGHETA (1991)
comprovou que as antocianinas sofriam degradacdo quando submetidas a temperaturas
superiores a 25 °C. Esse fato também foi comprovado nos estudos de BUCKOW et al. (2010),
em que as antocianinas presentes no suco de mirtilo foram submetidas a altas temperaturas,
sendo que quanto maior o valor da temperatura, menor era o tempo de meia vida das

antocianinas, caindo de 180 minutos em 80 °C para 10 minutos em 115 °C.
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1.3.5. Estabilidade das antocianinas frente a presenca de acido ascérbico e sulfito

O efeito do dcido ascorbico sobre a estabilidade das antocianinas apresenta um
comportamento contraditério, pois em alguns casos ocorre a degradacio desses pigmentos e em
outros casos, 0 dcido ascorbico € utilizado para proteger as antocianinas, ou seja, utilizado como

um estabilizante (KAMMERER, 2016).

Esse mesmo efeito contraditério foi observado por SADILOVA et al. (2009), em que a
oxidag¢do do 4cido ascorbico causou descoloraciao da cor das antocianinas e para alguns casos,
o acido ascorbico teve efeito de protecdo contra a degradacdo das antocianinas, gracas a

associacao dele com ions metalicos, impedindo sua oxidagdo.

As antocianinas também sofrem forte degradagdo quando colocadas na presenga de
sulfito (KAMMERER, 2016). O efeito de descoloramento desses pigmentos € causado por uma
reacdo de adi¢do nucleofilica do sulfito sobre o carbono 4 do anel benzénico da antocianina,
resultando em produtos derivados do 4cido sulfonico incolor (KAMMERER, 2016). Gragas a
essa reagdo, existem estudos que tem comprovado que as antocianinas substituidas no carbono
quatro do anel benzé€nico, como as visitinas, apresentam uma maior resisténcia a acao do sulfito

e a perda de cor (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ e PAREDES-LOPEZ, 2000).

1.4. Técnicas utilizadas para determinacao e quantificacao de antocianinas

A espectrofotometria UV-VIS € uma das técnicas mais utilizadas para a determinacao
de antocianinas, pois sdo substdncias que absorvem fortemente na regido do visivel,
apresentando comprimentos de onda de mdxima absorbancia (Amax) em torno de 500-550 nm

(HARBONE, 1958), como mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2: Nome das principais antocianinas e seus respectivos comprimentos de onda de méxima
absorbancia na regido do visivel na espectrofotometria de absor¢ao molecular (FULEKI e

FRANCIS, 1968).

Antocianina Comprimento de onda de Estrutura das antocianinas

maxima absorbancia (Amax)

O OH
Pelargonidina 504,5 nm "o O ©
= OH
OH

Cianidina 510,5 nm Ho O
=

Peonidina 511 nm
(0]
Delfinidina 522.5 nm O
= OH
OH
Delfinidina 3-glicosideo 543 nm
Malvidina 520 nm

Petunidina 549 nm
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Essa técnica é uma ferramenta util para a determinag@o de antocianinas, pois esse tipo
de substincia apresenta diferentes perfis espectrais dependendo do pH do meio, da ligacdo com
ions metdlicos e com outros tipos de ligantes (LOPES, XAVIER, et al., 2007). Além disso, o
ndmero de grupos oxigenados como os grupos hidroxila e metoxila e suas posicdes na molécula,
além dos tipos de acucares ligados, também influenciam no perfil espectral desses compostos,
causando deslocamentos do comprimento de onda de méxima absor¢cdo (MARCO e POPPI,
2008). Isso pode ser observado na Tabela 2, em que a delfinidina pura apresenta um Amax de
522,5 nm, e ao adicionar uma molécula de glicose em sua estrutura, ocorre um deslocamento

batocromico do comprimento de onda de maxima absorcao para 543 nm.

A espectrofotometria UV-VIS pode ser uma técnica utilizada sozinha para andlises
quantitativas ou uma técnica auxiliar acoplada a cromatografia liquida de alta efici€ncia
(HPLC) (MARCO e POPPI, 2008). A HPLC € muito qtil para a determinacao e quantificacao
das antocianinas, pois € uma técnica rdpida e capaz de determinar componentes fendlicos
presentes nas plantas (HARBONE, 1958). Além da espectrometria UV-VIS, pode estar
acoplada a HPLC, outras técnicas de detec¢do, como a espectrometria de massas (MS), que é
capaz dede confirmar a identidade dos picos do cromatograma através de seus espectros de
massas, fornecendo a sua estrutura quimica. Além disso, a espectrometria de Ressonancia

Magnética Nuclear (NMR) também pode ser utilizada para auxiliar na elucidacdo estrutural

desses compostos (MARCO e POPPI, 2008).

Além dos métodos de deteccao e quantificacio utilizados para as antocianinas, a técnica
escolhida para purificar e separar misturas complexas contendo essas substancias € de extrema
importancia (MARCO e POPPI, 2008). As técnicas de separacdo mais utilizadas sdo: a
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, a cromatografia contracorrente e a
eletroforese capilar (ESCRIBANO-BAIL()N, SANTOS-BUELGA e RIVAS-GONZALO,
2004, MOLNAR-PERL e ZS.FUZFAL, 2005; SALAS, DUENAS, e al., 2005), embora essa
ultima ndo seja uma boa técnica do ponto de vista preparativo. Além dessas técnicas, a mais
utilizada atualmente para purificar extratos brutos de antocianina € a extragao em fase sdlida,
utilizando cartuchos Cis e Sephadex® em soluces de metanol (MOLNAR-PERL e
ZS.FUZFAI, 2005; COSTA, HORTON e MARGOLIS, 2000; ESCRIBANO-BAILON,
SANTOS-BUELGA e RIVAS-GONZALO, 2004).
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1.5. Métodos de extracao de antocianinas

A extracdo das antocianinas pode ser feita empregando diferentes métodos de

preparacao de amostra, combinando diferentes sorventes e fases extratoras (FERARSA,
ZHANGSB, et al., 2018; CAPELLO, LEANDRO, et al., 2019; YONG, WANG, et al., 2019;
TOYAMA-KATO, YOSHIDA, et al., 2003; TODARO, CIMINO, et al., 2009). Dentre os

solventes mais utilizados na literatura, tem-se o etanol, metanol, d4gua, que geralmente sdo

colocados em meio acido, como por exemplo o dcido cloridrico, para a extragdo do cation

flavilico de coloragao avermelhada (STRACK e WRAY, 1989).

Na Tabela 3 s@ao mostrados alguns trabalhos reportados na literatura que descrevem

como foi realizada a extracao das antocianinas.

Tabela 3: Modos de extragdo das antocianinas em diferentes matrizes, utilizando diferentes

tipos de solventes.

Matriz Solvente Modo de extragdo Referéncias

Batata de polpa roxa Etanol As batatas foram pesadas e diferentes massas (HEINONEN,
foram colocadas na presenca de etanol em meio FARAHMANDAZAD, et
levemente dacido (4cido acético 7% (v/v)). al., 2016)
Foram misturadas por 15 min e deixadas em
repouso por 24 horas, e posteriormente filtradas
com filtro a vicuo e centrifugadas para posterior
andlise.

Sépalas de horténsia Metanol As sépalas frescas foram colocadas na presenca  (TAKEDA, KUBOTA e
de uma solucdo 1% metanol-4cido cloridrico. YAGIOKA, 1985)
Posteriormente, foram precipitadas com solu¢do
de etanol e purificadas utilizando a extracdo em
fase sdlida com coluna de Sephadex e uma
solucdo de 50%(v/v) de etanol como eluente.

Casca de uva Metanol Cerca de dois gramas de tecido de pele de uva (YU, ZHU, et al.,
foram colocados na presenca de 10 mL de 2020)
metanol contento 0,1% (v/v) de acido cloridrico
e deixados no escuro a 4 °C por 24 horas. Apds
centrifugar por cerca de 10 min, foi adicionada
solucdo tampdo em pH 1 e 4,5 sobre 1 mL de
sobrenadante.
Casca de berinjela Agua 1 g de casca de berinjela foi colocada na (CAPELLO, LEANDRO,
deionizada Presenca de 60 mL de uma solucdo de dgua etal., 2019)

deionizada acidificada com 4cido cloridrico
37% (v/v), sendo mantido sobre agitacdo por

cerca de 80 min, na auséncia de luz a 35 °C.
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1.6. Localizacao das antocianinas nas plantas

As antocianinas estdo localizadas em uma regidao da célula vegetal conhecida como
vaciolo (KAMMERER, 2016). Essa organela, presente no citoplasma (Figura 5), apresenta um
formato ovulado e é constituida basicamente por uma membrana que envolve e protege um
liquido chamado suco celular. Esse tipo de organela pode apresentar as seguintes funcgdes:
armazenamento, controle do pH, controle osmético e digestdo de certas substancias (RAVEN,

EVERT e EICHHORN, 2007).

Parede celular

Figura 5: Representacdo de uma célula vegetal. Adaptado SANTOS (2020).

Os vactolos de armazenamento nas células vegetais jovens sao pequenos € numerosos,
sendo que ao longo do tempo, quando a célula vegetal cresce, eles se tornam maiores e se
fundem em um tnico vactolo, podendo ocupar cerca de 80% da célula (SHITAN e YAZAKI,
2019).

O suco celular, contido dentro do vactolo, é constituido basicamente por sais, agicares,
proteinas e pigmentos como as antocianinas, que garantem coloracio a flores e frutos. Esse
liquido apresenta um cardter dcido, acarretando muitas vezes, no acimulo dos pigmentos na

forma do cation flavilico de coloracdo vermelha (RAVEN, EVERT e EICHHORN, 2007).

1.7. Horténsias

A horténsia (Hydrangea macrophylla) € uma planta de origem asidtica, de clima ameno,
que floresce entre setembro e janeiro, sendo que suas flores sdo modifica¢des foliares do tipo
bréictea, ou seja, falsas pétalas, mais conhecidas como sépalas (Figura 6) (RAVEN, EVERT e
EICHHORN, 2007; DURAN—ESPINOSA, 1999). Plantas dessa espécie apresentam um
comportamento particular e bastante interessante devido as diferentes coloracdes adquiridas por

suas sépalas que podem variar do roxo ao vermelho, rosa ou azul (ALLEN, 1943 Apud
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(SCHREIBER, JONES, et al., 2011; YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009; YOSHIDA,
TOYAMA-KATO, et al., 2003)) e que sdo causadas pela mesma antocianina, a delfinidina-3-
glicosideo (LAWRENCE, PRICE, et al., 1938), na qual estd representada na Figura 7.

Pétalas
Sépalas

Figura 6: Localizagdo das pétalas verdadeiras e das sépalas da horténsia. Adaptado

NICHOLS (2020).

Figura 7: Estrutura da delfinidina-3-glicosideo.
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Essas diferentes coloracdes adquiridas pelas sépalas de horténsia estdo diretamente
ligadas com as caracteristicas do solo em que ela estd plantada (ALLEN, 1943 Apud
(SCHREIBER, JONES, et al., 2011; YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009; YOSHIDA,
TOYAMA-KATO, et al., 2003)), sendo que em solos bédsicos predominam-se as horténsias de
coloragdo rosa ou vermelha e em solos 4cidos predomina-se as horténsias de coloragdo azul
(CHENERY, 1937 Apud (YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009; YOSHIDA, TOYAMA-
KATO, et al., 2003; TAKEDA, KARIUDA e ITOI, 1985; KONDO, TOYAMA-KATOB e
YOSHIDAB, 2005)).

Existem diversos estudos que afirmam que essa coloracdo é funcdo do pH do solo.
Considera-se que, devido a predomindncia de fons aluminio livres em solos muito dcidos
(ALLEN, 1943 Apud (SCHREIBER, JONES, et al., 2011; YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009;
YOSHIDA, TOYAMA-KATO, et al., 2003; KONDO, TOYAMA-KATOB e YOSHIDAB,
2005)), eles sejam absorvidos pela planta e se complexe com a delfinidina presente no vaciolo
(MA, RYAN e DELHAIZE, 2001). Ja em solos basicos, o aluminio se encontra na forma de
hidroxocomplexos ou precipitado, ndo estando disponivel para ser absorvido pela planta e
ocorrendo o acumulo de delfinidina na forma de cation flavilico de coloragdo vermelha
(ALLEN, 1943 Apud (SCHREIBER, JONES, et al., 2011; YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009;
YOSHIDA, TOYAMA-KATO, et al., 2003)) (Figura 8).

Figura 8: Relacdo entre a concentracao de aluminio no vactiolo com as respectivas coloragdes

das sépalas de horténsia (MA, RYAN e DELHAIZE, 2001).

Esse fato pode ser evidenciado pelas equagdes de formacdo dos hidroxocomplexos e

pela propria curva de distribuicdo de espécies do sistema aluminio, Figura 9.
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Fracdo de equilibrio (o)

Figura 9: Curva de distribuicdo de espécies do sistema aluminio para formagdo dos

hidroxocomplexos.

AllYy + H,0q) 5 AIOHE) +H{y PK,
AIOHZS ) + H,0) 5 Al(OH)3,) + HGy PKa
Al(OH);(aq) + H,0¢y = Al(OH)3q) + Héq) pK3
Al(OH)3(aq) + H20@) = Al(OH)4aq) + Haq) pK,
Al(OH)3(5) = AI(OH)3(aq) —logs,

Como pode ser observado pela curva de distribuicdo de espécies, para valores de pH
menores que 4 ocorre a predominancia do @y em solucdo, que corresponde ao ion aluminio
livre (AI**). Desse modo, em valores de pH menor que 4 o aluminio est4 disponivel para ser
absorvido e complexado com a delfinidina, acarretando entdo, sépalas de coloragdo azuis. Ja
para valores de pH maiores que 4, hd maior tendéncia a formacdo de hidroxocomplexos com o
aluminio, o que nao favorece a sua absorcdo pela planta, resultando em sépalas de coloracdo

vermelha.

Nos estudos de SCHREIBER et al. (2011), foram medidas as quantidades de aluminio
presentes em sépalas de horténsia de coloragdo rosa, roxa e azul para verificar se o aluminio
influencia realmente na formagdo da coloragdo azul. Os autores constataram que em sépalas

rosas a concentracdo de aluminio é menor do que nas sépalas roxas, que ¢ menor do que nas
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sépalas azuis, confirmando a influéncia desse metal nas diferentes cores apresentadas pelas

sépalas.

Além do aluminio, outros fatores podem influenciar na formacao da coloracido azul,
como outros metais, outros ligantes e fatores como o clima ou a prépria variedade do vegetal
(YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009; KONDO, TOYAMA-KATOB e YOSHIDAB, 2005;
TAKEDA, KUBOTA e YAGIOKA, 1985). Um outro aspecto interessante, € que os extratos
obtidos a partir das sépalas de horténsia apresentam cores bem diferentes dos originais, na
propria planta (YOSHIDA, MORI e KONDO, 2009; TAKEDA, KUBOTA e YAGIOKA,
1985; TAKEDA, KARIUDA e ITOI, 1985). Em varios trabalhos tém tentado, sem grande
sucesso, reproduzir as cores originais em solugdes aquosas ou em outros solventes, em
diferentes condi¢des quimicas (TOYAMA-KATO, YOSHIDA, et al., 2003; TAKEDA,
YAMASHITA, et al., 1990; TAKEDA, KUBOTA e YAGIOKA, 1985; TAKEDA, KARIUDA
e ITOI, 1985).

TAKEDA et al. (1985) e TAKEDA et al. (1990), tentaram reproduzir em solucao
aquosa a coloracdo azul, e comprovaram que somente o pH dcido e a presenca de aluminio
complexado com a delfinidina ndo sdo fatores capazes de fornecer essa cor. Além disso testaram
a presenca de copigmentos, como os derivados do dcido cumérico e do acido caféico, com o
aluminio e a delfinidina em meio dcido, obtendo a coloracdo azul para alguns dos copigmentos

utilizados. Os copigmentos utilizados para esse estudo estdo representados na Figura 10.

5 caffeoylquinic acid 3 caffeoylquinic acid 3 —p- coumaroylquinic acid
Q 0
HO O\\ " HO . \ OH HO, ) H
AN
(‘J| = \)OR\ L i dQ
I
"o | \ \\ o I{\A\j/\\ i _/LOH = | S o™ OH
o > i OH i F OH Lo OH

Figura 10: Estrutura dos copigmentos utilizados (TAKEDA, KUBOTA e YAGIOKA, 1985).

J4 KONDO et al. (2005) sintetizaram varios copigmentos € colocaram na presenga de
aluminio e delfinidina com o objetivo de encontrar a melhor estrutura e os grupos funcionais
necessarios para o desenvolvimento da colorac¢do azul. Comparando cada um deles, foi possivel
encontrar a estrutura essencial do copigmento, sendo que os principais copigmentos que

garantiram a coloracao azul estdo representados na Figura 11. Como observado na Figura 11, o
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grupo funcional detectado como importante foi o anel benzénico localizado na posicao 5 do
anel. Além disso, analisando a estrutura dos copigmentos dos estudos anteriores, foi possivel

constatar que o copimento dcido 3 -cafeoilquinico se assemelha muito com o copigmento 2 dos

estudos de KONDO et al. (2005).

o o]
HO \)—oH HO )—oH
| |
HO HO
Ij/\/\\o\ OH \(j/\/l\o\\ oH
OH OH
HO
Copigmento 2 Copigmento 3
o
HO N—on

Copigmento 9

Figura 11: Estrutura dos copigmentos que formaram a colora¢do azul quando na presenca de

aluminio e do extrato de antocianina (KONDO et al. 2005).

Nos estudos de SCHREIBER et al. (2010) foi proposto um modelo de complexacao
entre o aluminio e a delfinidina para explicar a formacdo da coloracdo azul das sépalas de
horténsia (Equacdes 1 e 2). Segundo os autores, a coloragdo azul € causada pela transformacao
da delfinidina, cdtion flavilico, em sua base quinoidal de coloracdo azul. Na primeira etapa do
modelo, a delfinidina em solu¢do de etanol, se liga ao aluminio se transformando no anion base
quinoidal. Posteriormente, o anion se liga a outra molécula de delfinidina, para a formacao de
um complexo de coloragdo azul. O aluminio seria, entdo, utilizado somente para converter a
delfinidina em anion base quinoidal e para estabilizar essa espécie formada. Contudo, essa
proposta da formacdo do clorocomplexo de aluminio pode ser equivocada, devido aos baixos
valores das constantes e baixa concentracdo de cloreto no meio. Além disso, nao ha formacao

de um par-i6nico. (SCHREIBER, SWINK e GODSEY, 2010).
- L 2+ _ N
H2Df veayiaqy + [AlCIsTiag) = [Pqwey ALCL] ) + 2Claq) + 2H{aq) Equagio |

2— 2— B
HZD;—(red)(aq) + [Dq(blue)AlCl4](aq) = [HZD;(red)][Dq(blue)AlCl4](aq) Equagao 2



CAPITULO 1: Introducdo, Justificativa do trabalho e objetivos 39

1.8. Berinjela

Assim como nas horténsias, a casca da berinjela também ¢é fonte de antocianina,
principalmente de derivados da delfinidina (NINO-MEDINA, URIAS-ORONA, et al., 2017).
SAKAMURA et al. (1963) relatou em seus estudos a estrutura da maior antocianina encontrada
na casca da berinjela conhecida como nasunina, que corresponde a delfinidina ligada a
moléculas de glicose e a derivados do dcido cumarico. Além disso, estudos revelaram que a
nasunina se encontra na forma de estereoisdmeros cis e trans, sendo a estrutura trans (Figura

12) a forma mais estavel da molécula ICHYANAGI, KASHIWADA, et al., 2005).

Além da nasunina, existem outras antocianinas presentes na casca de berinjela dependendo
do tipo e da espécie analisada (SAKAMURA, WATANABE e OBATA, 1963).por WU &
PRIOR (2005) nas berinjelas dos mercados dos Estados Unidos. SADILOVA et al. (2006)
também identificou trés tipos de antocianinas derivadas da delfinidina, sendo uma delas, a

delfinidina 3-glicosideo.

OH

OH

OH
Figura 12: Estrutura da nasunina (baseado em NINO-MEDINA, URfAS—ORONA, et al.,

2017).
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JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

As antocianinas sd@o um grupo de pigmentos, pertencentes a classe dos flavondides, que
garantem coloracdes que vao do roxo a rosa, azul ao vermelho em flores, frutos, caules e raizes
de diferentes tipos de plantas. Na horténsia, a antocianina delfinidina estd vinculada a cor das
sépalas, podendo variar, aparentemente, de acordo com a presenca ou nao de aluminio. Por isso
a diferenca nas coloracdes observadas € vinculada as caracteristicas do solo em que € plantada,

como o pH, que permite a presenca maior ou menor do cation metalico.

Nesse trabalho procurou-se compreender o comportamento da antocianina presente nas
sépalas de horténsia em diferentes condi¢des de pH, em relacdo aos equilibrios e a cinética de
degradacdo, assim como ao comportamento espectrofotométrico do extrato de horténsia na
presenca de metais, com o intuito de explicar a coloracdo azul, assim como avaliar a
possibilidade do uso do extrato na determina¢@o de metais toxicos. Além do pH e concentragcdo
de metais, a presenca de agentes redutores para aumentar a estabilidade da antocianina também
€ importante. Para compreender a cor das sépalas, o uso da espectrofotometria de reflectancia
difusa foi escolhida para compensar efeitos de coloragdo in natura.

Devido a baixa disponibilidade de horténsia em decorréncia do tempo de floracao curto
e ao proprio clima da regido, procurou-se outras matrizes que pudessem fornecer esse mesmo
tipo de antocianina para a continuacao do trabalho, encontrando na casca da berinjela uma fonte
de delfinidina. Ao iniciar os estudos com a casca da berinjela, verificou-se comportamentos
diferentes quando submetidas as mesmas condi¢des experimentais para o extrato de horténsia.
Sendo assim, o objetivo do trabalho foi verificar o comportamento das antocianinas presentes

no extrato de berinjela e o de horténsia em diferentes condi¢des experimentais e compara-los.
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OBJETIVOS

Objetivo geral

- Avaliar a influéncia do ambiente quimico sobre o comportamento quimico e espectroquimico
do extrato de pseudo-flores de Horténsia (Hydrangea macrophylla), e do extrato de casca de

berinjela (Solanum melongena)
Objetivos especificos

- Avaliar o comportamento dos extratos de horténsia e de berinjela em diferentes valores de pH,

ions metalicos e agentes redutores por espectrofotometria molecular;

- Otimizar as condi¢des de extra¢do das antocianinas nestas matrizes, visando sua estabilidade

quimica;

- Estudar o equilibrio quimico e a cinética de complexagdo das antocianinas por fons metélicos

tais como aluminio, ferro (II) e ferro (111);

- Estudar a estabilidade dos extratos das amostras contendo antocianinas em ambientes com a

presenca de redutores quimicos;

- Investigar o efeito da variacao de pH, de aluminio e sulfito na presenca de antocianinas com

o auxilio do método de resolucao de curvas MCR;

- Para as antocianinas estudadas, determinar o numero, o perfil espectral, as concentragdes

relativas e identificar as espécies presentes.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com reagentes de grau analitico (Vetec / Sigma-
Aldrich), sem purificagdo adicional. A 4gua utilizada foi do tipo 1, obtida pelo sistema Milli-
Q® (Millipore, Bedford, MA, EUA). Os reagentes e solventes utilizados para a realizacdo desde

trabalho estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4: Reagentes utilizados neste trabalho, sua marca e pureza.

Reagente Férmula Molecular Marca Pureza (%) CAS
Acetato de sodio CH3;COONa Merck 99,0 127-09-3
Acetona Cs;HsO CRQ 99,5 67-64-1
Acetonitrila CHs;N CRQ 99,9 75-05-8
Acido ascérbico CeHsOs Merck 99,7 50-81-7
Acido cloridrico HCl1 Vetec 37,0 7647-01-0
Acido nitrico HNO; Vetec 70,0 7697-37-2
Tetraborato de s6dio Na:B107.8H-0 Vetec 99,5 1303-96-4
decahidratado
Carbonato de soédio Na,CO; Vetec 99,5 497-19-8
anidro
Citrato de so6dio anidro Na;CeHs04 Isofar 99,0 68-04-2
Cloreto de aluminio AlCl; Merck 97,0 7446-70-0
Cloreto de cromo (III) CrCls - 6H,O Vetec 99,0 10025-73-7
Hexahidratado
Cloreto de ferro (III) FeCls - 6H,O Vetec 99,0 10025-77-1
hexahidratado
Etanol C,HsOH LS Chemicals 98,0
Fosfato de sodio Na,HPO, Vetec 99,0 10101-89-0
dibésico anidro
Hidréxido de sédio NaOH Vetec 99,0 9003-01-4
Metanol CH;0H Alphatec 57-56-1
Nitrato de célcio Ca(NOs), - 4H>O Vetec 99,0 13477-34-4
tetrahidratado
Nitrato de chumbo (II) Pb(NO:3), Dinaminca 99,0 10099-74-8
Perdxido de hidrogénio H,0; Vetec 30,0 2 60,0 772284-1
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Sulfato de cobre (II) CuSOq Vetec 97,0 7758-99-8
anidro
Sulfato de hidrazina (NHz)2 - H2SO4 Vetec 99,0 10034-93-2
Sulfato de niquel (II) NiSOs - 6H,O Vetec 98,0 13478-00-7
hexahidratado
Sulfato de zinco ZnS0O, - TH,O Dinamica 99,0 7446-20-0
heptahidratado
Sulfato ferroso Fe(NH.4), (SO4)2.6H,O Synth 99,5 778385-9
amoniacal
hexahidratado
Sulfito de sédio anidro Na,SOs; Synth 99.0 7757-83-7

2.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados para a realizacdo das andlises e obten¢do dos resultados

encontram-se descritos na Tabela 5.

Tabela 5: Instrumentagdo utilizada ao longo do trabalho.

Equipamento Marca Modelo
Balancga Analitica Acculab ALC-210.4
pHmetro Mettler Toledo FiveEasy Plus

Espectrofotometro de
Absor¢do Molecular UV/vis

Banho Ultrassom

Espectrofotometro de
Infravermelho (FT-IR)
Espectrometro de absor¢ao
atdmica

Liofilizador

Espectrometro de
reflectancia difusa

Thermo Scientific

Quimis

Varian

Agilent

Terroni Equipamentos

GBC

Evoluation Array

Q335D

660-IR

240FS

LS3000

Sintra 20
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2.3. Obtencao das amostras

As amostras de berinjela e de horténsia foram obtidas nos mercados localizados no municipio

de Vicosa, sendo armazenados em geladeira até o momento de sua utilizacao.

2.4. Extracao das antocianinas da casca de berinjela e horténsia

Para a extracdo das antocianinas presentes na casca de berinjela foi realizado o seguinte
procedimento: as cascas de berinjela foram removidas com o auxilio de um descascador manual
e cortadas em pequenos pedacos de cerca de 5 mm de largura. Apds isso, foram preparadas
100,0 mL de solugdes aquosas de metanol, etanol, acetonitrila e acetona 50% (v/v), sendo o pH
ajustado para valores proximos de 1,64 com o auxilio de uma solucdo 0,1 mol L! de 4cido
cloridrico. Foi utilizado também como solvente para esse estudo, dgua deionizada ajustando
previamente para proximo do valor de pH estudado de 1,64. Em béqueres, foram adicionados
10,0 £ 0,1 g de casca de berinjela e foram acrescentados 100,0 mL da solucdo dos solventes
estudados. Em seguida, os béqueres foram colocados em banho ultrassom por cerca de 4 h para
arealizacdo da extracdo. A fim de comparagdo, realizou-se a extra¢do da casca de berinjela em
dgua deionizada com valor de pH previamente ajustado para 1,64, em chapa aquecedora em
uma temperatura de cerca de 80 °C pelo mesmo periodo de tempo. Apds o fim da extragao,
filtrou-se cada uma das solugdes utilizando um filtro a vacuo e transferiram-se as solucdes para
baldes volumétricos de 100,0 mL, completando o volume com dgua deionizada. O processo de
extracdo foi realizado de acordo com alguns procedimentos descritos na literatura (FERARSA

et al., 2018; SAKAMURA et al., 1963; CAPELLO et al., 2019; YONG et al., 2019).

A extracdo das antocianinas presentes na horténsia foi realizada utilizando as sépalas in
natura, misturando sépalas tanto de coloracdo rosa, quanto de colora¢do azul, a fim de
homogeneizar a amostra, obtendo-se assim, um extrato de coloracdo vermelha. Para essa
extragdo, foi preparada 100,0 mL de uma solucio aquosa de acetonitrila 50% (v/v), sendo o pH
ajustado para valores préximos de 1,64 com o auxilio de uma solugdo 0,1 mol L de 4cido
cloridrico, sendo utilizado também, d4gua deionizada nesse mesmo valor de pH. O procedimento
realizado para a extracdo foi similar ao da berinjela, utilizando a mesma massa de amostra, o
mesmo volume de solvente e o mesmo tempo de extragdo, e banho ultrassom para extragdao
usando os solventes dgua deionizada e acetonitrila. A fim de comparacao dos diferentes modos
de extracdo, foi realizado um experimento em paralelo utilizando dgua deionizada no mesmo

valor de pH, em chapa aquecedora a uma temperatura de 80 °C.
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Os extratos obtidos com dgua deionizada e as solucdes aquosas dos solventes,
acetonitrila, etanol, metanol e acetona foram avaliados por espectroscopia de absor¢do

molecular para verificar a eficiéncia relativa de cada extracao.
2.5. Liofilizacao do extrato de berinjela

Pesou-se cerca de 100,0 = 0,1 g de casca de berinjela e preparou-se uma solugdo de 500
mL de dgua sendo o pH da soluc¢do ajustada para valores proximos a 1,64, usando uma solugdo
de 4cido cloridrico 1,0 mol L', Apés permanecer por 4 h em banho ultrassom, a solugio foi
filtrada para retirar as cascas, sendo o filtrado transferido para um baldo de 500,0 mL e seu
volume completado. Posteriormente, o extrato obtido, foi armazenado em freezer em uma
temperatura de cerca de - 4 °C por 24 horas e, posteriormente, submetido ao processo de

liofilizacgao.

Para obtencdo do extrato liofilizado, foram necessdrios trés ciclos do processo de
liofiliza¢do com duracdo de 24 h cada ciclo, sendo estes realizados em dias alternados, ou seja,
um ciclo de 24 h e posterior descanso da amostra em freezer a - 4 °C. Uma massa do extrato

liofilizado foi entdo pesada.
2.6. Titulacao Potenciométrica

Para a realizacdo da titulagdo potenciométrica, inicialmente, preparou-se o extrato de
berinjela, adicionando-se 3,0 mL de extrato, em um balao volumétrico de 10,0 mL, sendo o seu
volume completado com édgua deionizada. Apds isso, seu conteido foi transferido para um
béquer e juntamente com um eletrodo combinado de pH conectado a um pHmetro Mettler
Toledo, avaliou-se o comportamento do extrato frente a variacio de pH com o auxilio de
solugdes de hidréxido de sédio. As aliquotas de solugdo de hidréxido de sédio 0,05 mol L
foram adicionadas até pH 3,5, e partir desse valor de pH, adicionou-se aliquotas da solucdo de
hidréxido de sédio 0,02 mol L' com o auxilio de uma micropipeta de volume varidvel 100-

1000 pL.
2.7. Espectroscopia no Infravermelho para o extrato de berinjela

Foram obtidos espectros de FT-IR tanto do extrato liquido quanto da amostra liofilizada
em um equipamento VARIAN 660-IR com acessorio de reflectancia total atenuada PIKE

GladiATR na regido de 200 a 4000 cm™.
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2.8. Quantificacio dos teores de ferro e aluminio presentes na matriz de berinjela

Para a determinacdo de ferro e aluminio nos extratos liofilizados da casca de berinjela,
adicionou-se em um béquer, 200,0 mg da amostra liofilizada, 2,0 mL de 4cido nitrico
concentrado e 2,0 mL de uma solu¢do de peréxido de hidrogénio 30% (v/v). A digestdo foi
realizada em chapa aquecedora por cerca de 30 minutos em uma temperatura proxima a 40 °C.
Apds esse tempo, esperou a amostra esfriar em temperatura ambiente e transferiu
quantitativamente seu conteido para um baldo de 25,0 mL, completando-se o volume com dgua
deionizada. Os extratos obtidos foram armazenados em geladeira e analisados por

espectrometria de absor¢do atomica.
Esse procedimento experimental pode ser evidenciado no diagrama esquematico

representado na Figura 13.

2 mLde HNOQ; conc

200 mg — amaostra solida
@ x /{’(—_ 2 mL de H, 0, 30% (v/v)

LI

Chapa aquecedora

40 °C - 30 min @

Figura 13: Diagrama Esquematico do processo de digestdo da amostra liofilizada da casca de

+— 325 mL

berinjela para quantificac@o dos teores de ferro e aluminio.

2.9. Estudo do comportamento das antocianinas em funcio do pH do meio

Espectros do extrato de berinjela em fun¢do do pH do meio e do tempo foram obtidos
na regido do UV-Visivel usando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico. J& os

espectros do extrato de horténsia em funcdo do pH foram obtidos na regido do ultravioleta.

As solugdes tampao utilizadas para o estudo do extrato de berinjela em funcdo do pH

sdo mostradas na Tabela 6.
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Tabela 6: Solucdes tampao utilizadas no estudo do comportamento das antocianinas em fungao
do pH do meio.

Tampao Concentragao Faixa de pH
Fosfato 0,20 mol L'! 2.00
Acetato 0,18 mol L'! 3,50 - 5,50
Citrato 0,20 mol L! 6,50
Carbonato 0,20 mol L! 9,50-11,00

Para o estudo do extrato de horté€nsia em funcao do pH foram utilizadas solucoes de

hidréxido de sédio 0,5 mol L' e 0,2 mol L.
2.10. Formacao do complexo aluminio-antocianina

Foram adicionados sobre 20,0 mmol L' de aluminio, volumes crescentes do extrato de
horténsia, variando de 0,75 mL a 7,50 mL, transferindo para um baldao de 10,0 mL e
completando seu volume com dgua deionizada. O espectro na regido do UV-visivel foi obtido

para cada solucdo usando uma cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho 6ptico.
2.11. Estudo da complexaciao das antocianinas com metais

Foram adicionadas em 3,0 mL de extrato de horténsia, diferentes volumes dos metais
(20,0 mmol L1): cdlcio, cddmio, cobre (IT), cromo (IIT), chumbo, niquel, zinco, ferro (II) e ferro
(II), transferindo para um baldo de 10,0 mL e completando seu volume com dgua deionizada.

Espectros foram obtidos na regido do UV-Visivel para cada solucio estudada.
2.12. Estudo do comportamento dos extratos frente a presenca de agentes redutores

Foram adicionadas em 3,0 mL de extrato de berinjela diferentes volumes dos agentes
redutores sulfito, hidrazina e acido ascéorbico sendo o volume de cada solucao completado para
25,0 mL com dgua deionizada. As solu¢des foram analisadas por espectrofotometria na regiao
do UV-Visivel. Com o extrato de horténsia, foi realizado o mesmo procedimento descrito para
o extrato de berinjela com o agente redutor sulfito, sendo que as solugdes foram analisas por

espectrofotometria na regido do ultravioleta.
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2.13. Reflectancia difusa

Foram obtidos espectros de reflectancia difusa na faixa de 380 nm a 780 nm, tanto para

as sépalas de horténsias rosas quanto azuis em um espectrofotdmetro de duplo feixe da marca

GBC, modelo CINTRA 20.

Para ambos os estudos, pegou-se sépalas de horténsia de partes diferentes do buqué a
fim de buscar uma média dos valores espectrais encontrados, sendo obtidos 5 espectros para
cada coloragdo. Por fim, esses valores de reflectancia difusa foram convertidos em absorbancia

a partir da funcdo Kubelka-Munk, como mostrado na Equacdo 3 ( (KUBELKA, 1948).

o (1—-R)? Equagdo 3
- 2R

Onde F é o valor de absorbancia e R é o valor de reflectancia.

2.14. Tratamento dos dados

Todos os dados foram tratados em planilhas eletronicas Microsoft Excel (2003-2010) e

software OriginPro 8.0 (LabOrigin) e Matlab (2016a).

O mecanismo cinético nos diferentes estudos foi avaliado pela aplicagdo dos modelos
de pseudo primeira ordem, em sua forma ndo linear, com o auxilio do OriginPro 8.0

(LabOrigin).

O ajuste do modelo cinético de primeira ordem foi avaliado utilizando o modelo de

regressao nao-linear disponivel no software Origin 2019 (funcdo ExpDec) (Equacao 4).

A=A e *+ B Equacdo 4

Onde k € a constante cinética; B, um termo de ajuste de offset e Ao, a estimativa da

absorbancia inicial no comprimento de onda estudado.
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A sobreposi¢do dos espectros foi resolvida utilizando um método de deconvolugio
MCR-ALS com e pré-tratamento (derivacdo e integracdo numéricas) para descrever o
comportamento cinético.

As informagdes sobre as espécies foram adquiridas a partir decomposi¢ao do valor
singular (SVD) para as matrizes de dados individuais e aumentadas (utilizando o pacote MCR-
ALS/Matlab). Foram realizadas estimativas de 2 a 4 componentes nos espectros usando os
métodos PURE, andlise de fatores evolutivos (EFA) e decomposicido dos valores singulares

(SVD) JAUMOT, JUAN e TAULER, 2015).



CAPITULO 3

HORTENSIAS



CAPITULO 3: Horténsias 53

1 Introducao

Inicialmente, a fim de verificar e explicar o comportamento das antocianinas em horténsias
provenientes de solos acidos e solos bdsicos, buscou-se estudar o comportamento dessas
antocianinas em solucdo, em diferentes condi¢des experimentais, além de caracterizar os
extratos obtidos. Para isso, estudou-se a melhor forma e tipo de extragdo, o comportamento dos
extratos na presenca de diferentes cations metélicos, redutores e em diferentes valores de pH
do meio, além de avaliar seu comportamento cinético. Como técnicas de caracterizag¢do, foram
realizados a reflectancia difusa das sépalas in natura e espectroscopia no UV-visivel. Além
disso, para identificar e correlacionar as espécies de antocianinas presentes nos extratos, foi
utilizada a Resolucdo de Curvas Multivariadas com Minimos Quadrados Alternantes
(MCR/ALS). Os resultados obtidos nesses estudos foram utilizados posteriormente no estudo

das antocianinas extraidas da casca de berinjela.
2 Resultados e Discussao

2.1. Comportamento espectral do extrato de antocianina extraido de horténsia

O comportamento espectral das antocianinas presentes na horténsia pode ser evidenciado

na Figura 14.
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Figura 14: Espectro das antocianinas presentes no extrato aquoso de horténsias em pH

~1,64. Volume de extrato utilizado: 3,0 mL.
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O espectro do extrato de horté€nsia apresenta maxima absorbancia préximo a 400 nm e
em 524 nm na regido do visivel. Esse mdximo observado em 524 nm é comparavel com aqueles
reportados nos estudos de TAKEDA et al. (1985) em que o comprimento de onda maximo para
o extrato de horténsia foi em 528 nm e por FULEKI & FRANCIS (1968) em que o comprimento

de onda maximo foi em 522,5 nm.

2.2. Caracterizacao das sépalas de horténsia usando reflectancia difusa
Os espectros reflectincia difusa das sépalas in natura de horténsia sdo apresentados na
Figura 15.
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Figura 15: Espectros de reflectiancia difusa de diferentes sépalas de horténsia in natura.

(— ) sépalas rosas; ( — ) sépalas azuis.

O espectro de reflectancia difusa das sépalas de horténsia confirmam que em torno de
550 nm ocorre um menor valor de reflectancia, indicando que nesse comprimento de onda
houve uma maior absor¢do da radiagdo. Com isso, ao utilizar a fungdo Kubelka-Munk, pode-se

converter reflectancia em absorbancia, Equacdo 1 (item 2.13 de material e métodos).

A partir da Equacao 1, foi possivel obter o espectro de absor¢ao das sépalas rosa e azul
in natura. Esses espectros foram obtidos a partir das médias das absorbancias encontradas pela
funcdo Kubelka-Munk para cada uma das coloragcdes. O comportamento espectral das duas

coloracdes é mostrado na Figura 16.
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Figura 16: Espectro de absorcao das sépalas de horténsia obtidos dos dados de reflectancia

difusa a partir da fun¢do Kubelka-Munk. (—) sépalas rosas; (— ) sépalas azuis.

O espectro de absor¢do das sépalas rosas apresentou comportamento muito similar ao
espectro das sépalas azuis, havendo um pequeno deslocamento batocromico de 25 nm em todo
o espectro. Dessa maneira, o comprimento de onda com absorbancias maximas para as sépalas

rosas foi em 550 nm, j4 para as sépalas azuis foi em 575 nm.

Uma vez que a sensagdo de cor estd associada com o comportamento de todo espectro
e da seletividade de cores na retina (nos bastonetes e cones), foi possivel simular o
comportamento e assim comprovar a relacdo entre os espectros obtidos e as sensacdes de cor
observadas. Em todo caso, o deslocamento da absorbancia para maiores comprimentos de onda
tende a aumentar a sensacdo da cor azul, pois os comprimentos de onda, associados a essa

sensacgao, estdo sendo menos absorvidos pelas sépalas.

Ao comparar os espectros das sépalas in natura com o espectro do extrato liquido de
horténsia, de coloragdo vermelha, foi observado um deslocamento de cerca de 25 nm no sentido
hipsocrémico, afastando-se assim, da sensac@o de cor azul. O comprimento de onda maximo
foi cerca de 525 nm (Figura 17). Este resultado sugere que a sensagdo da cor azul das sépalas
pode também estar associado a filtros Opticos formados por paredes celulares existentes na
sépala, mas ausentes no extrato. Ou seja, na sépala, as antocianinas estdo dentro de células e as
paredes celulares e outras organelas coloridas (devido a presenga de clorofilas) podem agir
como um filtro, diminuindo a transmissao de “tons vermelhos”, e assim, favorecendo a sensagao

da cor azul.
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Figura 17: Espectros de absorcdo das sépalas de horténsia in natura e do extrato liquido da

horténsia. (— ) Extrato liquido; (— ) sépalas rosas; (— ) sépalas azuis.

2.3. Estudo da extracido das antocianinas presentes na horténsia

A Figura 18 apresenta o espectro do extrato de antocianina presentes nas sépalas de
horténsia extraidas em trés condicdes diferentes. A primeira, usando solu¢do de 50% (v/v) de
acetonitrila em meio dcido submetida ao ultrassom; a segunda, a partir de uma solucdo aquosa

acida em ultrassom, e a terceira em uma solu¢do aquosa acida em chapa aquecedora.
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Figura 18: Estudo da extracdo de antocianinas presentes nas sépalas de horténsia em pH

~1,64: (—) extragdo utilizando solu¢do aquosa em banho de ultrassom; ( — ) solu¢c@o aquosa
em chapa de aquecimento; (—) extracdo utilizando solugdo aquosa de acetonitrila 50% (v/v)

em banho ultrassom.

E possivel observar que os extratos de antocianina obtidos dos solventes em estudo
apresentaram comprimento de onda de mdxima absorbéancia (A) em 524 nm. A eficiéncia de

extragdo relativa (%ER) foi calculada a partir das absorbancias das antocianinas no maximo de
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absorc¢do, usando o extrato obtido em soluc¢do aquosa dcida sob a¢do de banho ultrassom como

referéncia (Areferencia) (Equa§50 5) .

A Equagio 5
%Ep = ——— 100 uazao

Areferéncia

Onde A € a Absorbancia maxima das antocianinas extraidas de cada solvente em estudo.

Sendo assim, obteve-se as seguintes porcentagens de eficiéncia relativa para os

solventes em estudo conforme apresentado na Tabela 7.

Tabela 7: Solventes utilizados no estudo da extracdo da antocianina das sépalas de horténsia
com seus respectivos valores de absorbancia, e os valores de porcentagem de eficiéncia

relativa de extracao.

Solvente Absorbancia %ER
Agua em banho ultrassom 0,384 100,0%
Agua em aquecimento 0,212 55,2%
Acetonitrila 0,140 36,4%

A eficiéncia relativa da extracdo das antocianinas das sépalas de horténsia usando
apenas dgua em aquecimento ou acetonitrila em ultrassom é muito menor do que usando dgua
em ultrassom. Esse resultado sugere a ruptura das células pelo ultrassom e menor afinidade das

antocianinas pela acetonitrila do que pela dgua.

2.4. Estudo da formacao do complexo aluminio-antocianina
Para o estudo de formac¢do do complexo aluminio-antocianina, foram adicionados em 3,0
mL de extrato, diferentes volumes de solu¢do de aluminio, de maneira a haver concentracdes

analiticas de aluminio entre 2,0 mmol L' a 60,0 mmol L! (Figura 19).

O espectro do extrato de antocianina para a concentragdo mais baixa de aluminio (2,0 mmol
L") apresentou comprimento de onda de m4xima absorbancia em torno de 524 nm. Com o
aumento da concentragdo de aluminio no meio observa-se a diminuicao da absorbancia nesse
comprimento de onda e o aumento da absorbancia em 575 nm, devido ao aumento da
concentracdo no equilibrio de uma nova espécie em solucdo, que pode ser atribuido ao

complexo aluminio-antocianina.
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Figura 19: Espectro da formacdo do complexo aluminio-antocianina para diferentes
concentrac¢des de aluminio (2,0 mmol L! 4 60,0 mmol L''). Comprimento de onda inicial de

524 nm. Volume de extrato: 3,0 mL.

O aumento da absorbancia em 575 nm em fun¢do da concentracio analitica de aluminio
(Figura 20) mostra que acima de 24,0 mmol L' de aluminio, a concentracdao do complexo se
mantém constante. Isso significa que, se praticamente toda antocianina foi consumida para a
formacao do complexo e se sua estequiometria € de 1:3, entdo sua concentragdo no meio € igual
aquela do aluminio, e assim, no extrato ser4 igual a 240,0 mmol L''. O método aqui usado para
determinar a estequiometria do complexo (ou a concentracdo do ligante) é chamado de método
das variacdes continuas, ou método de Job (JOB, 1928, apud (PAULA, ALMEIDA e
CASSELLA, 2010; BOSQUE-SENDRA, ALMANSA-LOPEZ e¢ GARCIA-CAMPANA,
2003)).
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Figura 20: Variacdo da absorbincia em func¢do da concentragdo de aluminio obtida no

comprimento de onda méximo em 575 nm para o estudo da formagdo do complexo aluminio-

antocianina. pH da solucao em 2,30; volume de extrato: 3,0 mL.

A partir do espectro obtido para a formacao total do complexo aluminio-antocianina, foi
possivel notar uma semelhanca com o espectro obtido para a sépala azul in natura, pois
apresentaram comprimentos de onda maximo muito préximos, sendo que das sépalas in natura

foi de 573 nm e do complexo aluminio-antocianina foi de 575 nm, como na Figura 21.
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Figura 21: Comparacgao dos espectros da ( — ) sépala azul in natura e do (— ) complexo

aluminio-antocianina.

Como pode-se observar na Figura 22, os espectros do complexo aluminio-antocianina e
aquele obtido para a sépala azul in natura apresentam comportamento similares, refor¢cando a
hipétese da participacdo do complexo aluminio-antocianina na formacao da coloragdo azul de

sépalas de horténsia.
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Na Figura 22 € apresentado o resultado do estudo onde houve a adicdo de diferentes
volumes de extrato de horténsia em uma concentra¢do de aluminio de 20,0 mmol L' para um

volume total de 10,0 mL, havendo, portanto, uma variagdo de 6,0 a 48,0 mmol L' de

antocianina.
0,20
\‘ Aumento do volume de extrato
0.15 524 nm
< ]
o y—
O
=)
av)
2 o104
o
w2
e
<
0,05 -
0004 - |

450 500 550 600 650 700 750

A/nm
Figura 22: Espectros das solucdes com diferentes volumes de extrato para formacdo do

complexo aluminio-antocianina com concentragio fixa de aluminio de 20,0 mmol L.

Neste caso, a alteracdo do espectro é menos acentuada, mas € possivel observar o
deslocamento hipsocrdmico do médximo de absorbancia para o maximo de absorcdo da
antocianina livre (ndo complexada). A variacdo do maximo, portanto, nio € devido a formacao
de diferentes espécies, mas sim da convolugdo dos espectros da antocianina livre e do espectro
do complexo aluminio-antocianina. Novamente, a mudanca no comportamento da absorbancia
ocorre na concentragdo igual a de aluminio (considerando a concentragdo de antocianina no

extrato igual 240,0 mmol L.
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Figura 23: Influéncia do volume de extrato de horténsia sobre solu¢do de aluminio. (A)
Deslocamento do comprimento de onda de médxima absorbincia na regido do Visivel. (B)

Variacdo da absorbancia em 524 nm. Concentragio de aluminio de 20,0 mmol L.

Além disso, foi observado que o complexo de antocianina- aluminio apresenta coloragdo
verde e que para um volume maior que 2,5 mL de extrato (concentragdo analitica de antocianina
igual a 60,0 mmol L), h4 a total formagio desse complexo e aumenta, portanto, a concentracio

de antocianina livre, Figura 23.

2.5. Estudo do comportamento do extrato de horténsia em presenca de outros metais

Para visualizar o comportamento espectrofotométrico do extrato de hort€nsia na presenca
de outros metais, foram preparadas solugdes formadas por 24,0 mmol L' de antocianina e 20,0
mmol L' dos seguintes metais: cdlcio, cddmio, cobre, cromo, chumbo, niquel, zinco, ferro (I)
e ferro (III), conforme mostrados na Figura 24. Para cada estudo foram obtidos os espectros da
solucdo dos ions, do extrato de antocianina e da mistura da antocianina com cada um dos fons
metélicos. Além disso, foi apresentado também o espectro convoluido formado pela soma dos

espectros do ion e da solucdo de horténsia.
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Figura 24: Espectros do extrato de horténsia em presenga de metais. ( — ) Antocianina pura;

(—) Metal com antocianina; (— ) metal puro; ( — ) metal puro + antocianina pura.

Como pode-se perceber nos espectros obtidos para cada metal, dentre os cdtions
estudados, aqueles que tiveram uma mudanca no espectro em relacdo a soma dos espectros
“puros” foram o ferro (II) e ferro (III). Este resultado indica que a coloracdo das sépalas da
horténsia ndo € influenciada por metais considerados toxicos (por exemplo, chumbo, cddmio).
Por outro lado, a presenca de ferro (II) ou ferro (III) pode influenciar a cor das sépalas. Para

esse estudo, os valores de pH dos extratos estudados sem ou na presenca dos metais se

mantiveram em valores préximos de 3,0.

2.6. Estudo das espécies de antocianinas em diferentes valores de pH
Para investigar as diferentes espécies de antocianinas presentes em solucao em funcao

do valor de pH, presenca de aluminio e presenca de sulfito, foram construidos os espectros ao

longo de todo comprimento de onda da regido do ultravioleta, Figura 25.
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Figura 25: Espectro obtido para o extrato de horténsia em diferentes condi¢des. (A) Espectro
do extrato para diferentes valores de pH, (B) Espectro do extrato para diferentes valores de pH
e concentracdes de aluminio e (C) Espectro do extrato para diferentes valores de pH e
concentracdes de sulfito. (— ) pH 3,5; (— ) pH 4,0; (— ) pH5,0; (— )pH6,0; (—)pH7,5¢
(—)pH?I,5.

Os espectros apresentados na Figura 25 foram utilizados para identificar as espécies
presentes em cada condi¢do estudada utilizando a ferramenta MCR/ALS. Na Figura 26 sdo
mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em diferentes valores de pH

da solugdo.
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Figura 26: (A) Espectro da solu¢@o de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS
para diferentes valores de pH. (B) Concentracao relativa estimada pelo MCR para as espécies

de antocianina em fun¢do do pH da solucdo. ( — ) Espécie A. (— ) Espécie B.

Para a matriz individual do pH (Figura 26), o algoritmo sugere a presenca de duas
componentes. Os perfis espectrais recuperados pelo MCR/ALS mostram um deslocamento de
bandas de um maximo de absorbincia de 300 nm para 350 nm. O gréifico de concentracdo
relativa mostra uma espécie predominante em valores de pH abaixo de 7,0 e outra predominante
em valores de pH acima de 7,0, compativel com um sistema dcido-base de Bronsted
monoprdtico, e assim, a concentracao relativa € diretamente associada as fracoes de equilibrio.
Essas espécies podem ser atribuidas ao cétion flavilico predominante em valores de pH mais
baixos (pH < 3), sendo que devido ao aumento de pH das solu¢des ocorrem reagdes levando a
formacdo de espécies incolores. J4 em pH maiores (> 8,0) tendem a formar as chalconas, que

podem ser atribuidas a segunda espécie identificada pelo MCR/ALS.

Na Figura 27 s@o mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em

diferentes valores de pH da solu¢do na presenca de sulfito.
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Figura 27: (A) Espectro da solucdo de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS
para diferentes valores de pH em presenca de sulfito. (B) Concentragdo relativa estimada pelo
MCR para as espécies de antocianina em fun¢do do pH da solugdo e presenca de sulfito. (—)

Espécie A. ( —) Espécie B.

Para a matriz individual sulfito, Figura 27, o algoritmo sugere a presenca de 2
componentes, uma espécie predominante em valores de pH abaixo de 8,0 e outra predominante
em valores de pH acima de 8,0. Além disso, também foi observado pelos perfis espectrais
recuperados pelo MCR/ALS um deslocamento de bandas de um méximo de absorbancia de 300

nm para 350 nm, como observado para matriz pH, Figura 26.

Na Figura 28 sdo mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em

diferentes valores de pH da solu¢do na presenca de aluminio.
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Figura 28: (A) Espectro da solucdo de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS
para diferentes valores de pH em presenca de aluminio. (B) Concentracao relativa estimada
pelo MCR para as diferentes espécies de antocianina em funcdo do pH da solucdo e presenca

de aluminio. (— ) Espécie B. ( — ) Espécie C.

Para a matriz individual aluminio, Figura 28, o algoritmo sugere a presenca de 2
componentes, uma espécie predominante em valores de pH abaixo de 8,5 e outra predominante
em valores de pH acima de 8,5. Os perfis espectrais recuperados pelo MCR/ALS mostram um
deslocamento de bandas de um maximo de absorbancia de 300 nm para 365 nm. Essa diferenca
no maximo de 350 nm para 365 nm na presenca de aluminio pode ser atribuida a presenca de

uma nova espécie, o complexo antocianina- aluminio.

2.7. Determinacao qualitativa das espécies de antocianinas nos extratos de horténsia para
os dados individuais em diferentes valores de pH, para a matriz de dados aumentados,
obtidos pelo MCR/ALS
As matrizes de dados aumentados, ou seja, matrizes organizadas umas sobre as outras,
formando uma nova matriz, permitem anélise simultanea da variedade entre as amostras com
diferentes efeitos, de modo a resumir as informacdes dos dados referentes as varidveis estudadas
e os perfis espectrais. Essa maneira de aumentar matrizes é muito ttil para verificar as espécies
identificadas na anélise dos dados individuais (MARCO, POPPI, er al., 2011; MARCO,
VALDERRAMA, et al., 2014; SOUZA, ZANIN, et al., 2016).

Na Figura 29 sdo mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em

diferentes valores de pH da solucdo em presenga de sulfito para a matriz de dados aumentados.
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Figura 29: (A) Espectro da solucdo de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS
para diferentes valores de pH em presenca de sulfito para a matriz de dados aumentados. (B)
Concentragdo relativa estimada pelo MCR para as diferentes espécies de antocianina em
func¢do do pH da solucdo e presencga de sulfito na matriz de dados aumentados. (— ) Espécie

A. (—) Espécie B.

Para a matriz de dados aumentados pH-sulfito, Figura 29, o algoritmo sugere a presenga
de 2 componentes. A espécie predominante em valores de pH abaixo de 6,0, (espécie A em
preto), também predomina na presenca de sulfito para essa mesma faixa de pH, surgindo uma
nova espécie em solucio em valores de pH acima de 6,0 (espécie B em vermelho). Vale ressaltar
que a mesma espécie predominante em valores de pH mais altas (espécie B em vermelho), em

presenca de sulfito ela também predomina para a mesma faixa de pH.

Na Figura 30 sdo mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em
diferentes valores de pH da solucdo em presenca de aluminio para a matriz de dados

aumentados.
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Figura 30: (A) Espectro da solu¢do de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS
para diferentes valores de pH em presenca de aluminio para a matriz de dados aumentados.
(B) Concentracao relativa estimada pelo MCR para as diferentes espécies de a antocianina
em fun¢do do pH da solucdo e presenca de aluminio na matriz de dados aumentados. (— )

Espécie A. (— ) Espécie B. (—) Espécie D.

Para a matriz de dados aumentados pH-aluminio, Figura 30, sugere a presenca de 3
componentes. A espécie predominante em valores de pH abaixo de 8,0 (espécie A em preto),
desaparece com a adicdo de aluminio. Com a adi¢do de aluminio surge uma nova espécie em
solucdo (espécie D em azul), que existe praticamente em todos os valores de pH. A espécie
predominante em valores de pH mais elevados (espécie B em vermelho), em presenca de

aluminio ela quase ndo existe mais em solucdo.

A fim de verificar se as espécies identificadas nos efeitos do pH, presenga de aluminio
e presenca de sulfito poderiam ser as mesmas, foi realizado a matriz de dados aumentados pH-
sulfito-aluminio. Na Figura 31 sdo mostrados os resultados obtidos analisando as espécies
presentes em diferentes valores de pH da solucdo em presenca de aluminio e de sulfito para a

matriz de dados aumentados.
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Figura 31: (A) Espectro da solucdo de antocianinas das espécies estimadas pelo MCR/ALS para
diferentes valores de pH em presenca de aluminio e sulfito para a matriz de dados aumentados.
(B) Concentracao relativa estimada pelo MCR para as diferentes espécies de antocianina em
funcdo do pH da solugdo e presenca de aluminio e sulfito na matriz de dados aumentados. (—)

Espécie A. (— ) Espécie B.(— ) Espécie C. (— ) Espécie D.

Para a matriz de dados aumentados pH-aluminio-sulfito, Figura 31, o algoritmo sugere
a presenca de 4 componentes. A espécie predominante em valores de pH mais elevados
(Espécie D em azul) em presenga de aluminio, ndo foi identificada. Ja a espécie A em preto,
predominante em valores de pH menores, foi identificada nos trés efeitos estudados, embora
que em presenca de aluminio ela exista em menor concentragdo relativa. No efeito da adi¢do de
sulfito foi identificado uma nova espécie (Espécie C em verde) que aparece também no efeito
do aluminio, porém ndo foi identificada no efeito do pH. No efeito da adi¢do de aluminio foi
identificada a espécie B em vermelho, que aparece em quase toda faixa de pH estudado e ndo
€ observada no efeito do pH e efeito do sulfito. Esse fato sugere que com a di¢do de aluminio
em valores de pH menores resultam na formac¢ao de uma nova espécie, que pode ser atribuido

ao complexo de antocianina- aluminio.
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Conclusoes Parciais

Observou-se um deslocamento batocromico do espectro de reflectancia das sépalas in
natura rosas para as azuis, com maximos em 550 nm e 575 nm, respectivamente. Foi
observado a formagdo do complexo aluminio-antocianina e obtida uma quantidade
estequiométrica entre ambos. Observou-se que, além do complexo com aluminio, ha
formacdo de complexos de antocianina com fons ferro (II) e ferro (III), com espectros
distintos da antocianina.

Para a extragdo das antocianinas nas sépalas de horténsia, ndo foram observadas
alteracdes na antocianina obtida, mas diferencas na extragdo relativa.

A partir das anélises dos resultados obtidos pelo algoritmo MCR/ALS para a matriz de
dados aumentados pH-sulfito-aluminio, foi possivel observar a presenca de quatro espécies
em solucdo, podendo ser, o cétion flavilico, sua base conjugada, a chalcona, e o complexo

aluminio-antocianina.
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1 Introducao

A casca de berinjela pode ser uma fonte alternativa de delfinidina (SADILOVA,
STINTZING e CARLE, 2006). Sendo assim, devido ao curto tempo de floracdo da horténsia e
sua baixa disponibilidade, utilizou-se o extrato da casca de berinjela para a continuagdao do
trabalho. Nessa etapa, estudou o comportamento das antocianinas da casca de berinjela em
diferentes condi¢Oes experimentais, além de métodos de caracterizagdao do extrato. Baseando-
se nos resultados obtidos para o extrato de horténsia, foi realizado estudos para escolha do
melhor tipo de extracdo, estudo do comportamento do extrato na presenga dos metais, como
ferro (II), ferro (I1I) e aluminio, na presenga de redutores como o sulfito, e em diferentes valores
de pH do meio, além de avaliar seu comportamento cinético. Como técnicas de caracterizacgao,
foram realizadas andlises do extrato liquido e do extrato liofilizado por espectroscopia no
infravermelho, quantificacio dos teores de ferro e aluminio na amostra liofilizada por
espectrometria de absor¢do atdmica e espectroscopia no UV-visivel. Além disso, para
identificar e correlacionar as espécies de antocianinas presentes no extrato para os diferentes
valores de pH da solucdo, foi utilizada a Resolu¢do de Curvas Multivariadas com Minimos
Quadrados Alternantes (MCR/ALS). Com a comprovacao da presenca da delfinidina na casca
de berinjela, serd possivel avaliar métodos para a melhor extracdo e purificagdo para estudos

futuros.
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2 Resultados e discussao

2.1. Comportamento espectral do extrato de berinjela

O comportamento espectral do extrato de berinjela ¢ mostrado na Figura 32.
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Figura 32: Espectro do extrato de berinjela na regido do UV-visivel em meio aquoso em pH

1,64. Extrato obtido em dgua deionizada em ultrassom. Volume de extrato: 3,0 mL.

O espectro do extrato de berinjela apresentou comprimentos de onda de maxima
absorbancia em 288 nm e 321 nm na regido do ultravioleta, e 524 nm na regido do visivel. Esse
maximo em 524 nm € compardvel com o reportado nos estudos de SADILOVA et al. (2006)

em que o comprimento de onda de maxima absorbancia foi em 527 nm.

2.2. Otimizacao da extracao

A Figura 33 mostra os espectros dos extratos de antocianinas presentes na casca da
berinjela obtidos em diferentes solventes. Para esse estudo, utilizou-se o0s solventes:
acetonitrila, dgua, acetona, metanol e etanol conforme descrito no item 2.4 do capitulo 2

(Materiais e Métodos).
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Figura 33: Espectros dos extratos obtidos da extra¢do de antocianinas presentes na caca de

berinjela em banho de ultrassom empregando os solventes: ( — ) 4gua em ultrassom, ( — )
etanol, ( — ) metanol, ( — ) acetonitrila, ( — ) acetona; ( — ) dgua quente na auséncia de

sonica¢do. Todas as solu¢des em pH em torno de 1,64.

E possivel observar que os extratos de antocianina obtidos dos diferentes solventes em
estudo apresentaram comprimento de onda de mdxima absorbancia em torno de 524 nm. Vale
ressaltar que o extrato obtido com acetona apresentou uma absorbancia muito abaixo dos outros

extratos, indicando uma eficiéncia muito inferior aos demais solventes.

A eficiéncia de extragdo (%ER), entre os diferentes solventes foi calculada a partir das
absorbancias das antocianinas no méaximo de absorc¢do, usando o extrato obtido em dgua na

presenca de banho ultrassom como referéncia (Areferencia) (Equagao 6).

A Equaci
%ER = ————.100 quado 6

Areferéncia

Onde A € a Absorbancia maxima das antocianinas extraidas de cada solvente em estudo.

Sendo assim, obteve-se as seguintes porcentagens de efici€ncia relativa para os 6

solventes em estudo conforme apresentado na Tabela 8.

Além disso, é importante salientar que a extracdo da antocianina foi mais eficiente
utilizando dgua em banho ultrassom, pois o valor da absorbancia maxima em 524 nm foi o

maior se comparado com as absorbancias dos demais solventes nesse comprimento de onda.
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Tabela 8: Solventes utilizados no estudo da extracdo da antocianina da casca de berinjela com

seus respectivos valores de absorbancia, e os valores de porcentagem de eficiéncia relativa de

extracdo.

Solvente Absorbancia YER
Agua em banho ultrassom 0,550 100,0%
Agua em aquecimento 0,267 48,5%
Etanol 0,282 51,2%

Metanol 0,272 49.5%

Acetona 0,047 8,5%
Acetonitrila 0,251 45,6%

Os dados de porcentagem de eficiéncia relativa apresentados na Tabela 8 mostram que
€ mais eficiente extrair as antocianinas da casca de berinjela utilizando dgua em banho
ultrassom. E possivel observar a afinidade da antocianina com outros solventes, que varia na
ordem etanol > metanol > acetonitrila > acetona. O extrato de horténcia também apresentou
eficiéncias similares para solu¢do aquosa em ultrassom, com aquecimento, € com acetonitrila

em ultrassom.

2.3. Titulacio Potenciométrica
A partir dessa titulacdo, obteve-se o seguinte comportamento do extrato frente a

varia¢cdo de pH do meio, como pode ser observado na Figura 34.
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Figura 34: Titulacdo potenciométrica realizada com NaOH 0,50 mol L' e 0,20 mol L™! sobre

o extrato de berinjela.

Pode-se observar que quando o extrato € titulado com uma base forte, tem-se a presenca
de dois saltos potenciométricos. O primeiro salto potenciométrico pode ser evidenciado em um
volume de equivaléncia em torno de 4,50 mL e o outro em um volume de equivaléncia de 5,40
mL. A partir dos volumes de equivaléncia e dos saltos potenciométricos, pode-se estimar dois
valores de pKa para o extrato de berinjela. Mesmo apresentando dois saltos potenciométricos
€ possivel estimar apenas um valor de pKa proximo a 3,62, que equivale ao pH na metade entre
o primeiro volume de equivaléncia e o segundo volume de equivaléncia, pois o primeiro salto
potenciométrico se encontra muito préximo a uma regido pseudo tampao. Sendo assim, a partir
da curva de titulac@o apresentada e do valor de pKa estimado, pode-se inferir que existem pelo
menos trés espécies de antocianinas em solug¢do. A coloracdo do extrato ao longo da titulagdo,

devido ao aumento do pH € mostrada na Figura 35.
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(A)

Figura 35: Coloragdo adquirida pelo extrato ao longo da titulagdo em funcdo do pH do

meio. (A) pH até 3,5 (B) pH 3,5 até 4,5; (C) pH 4,5 até 6,0; (D) pH acima de 7,5

2.4. Espectroscopia no Infravermelho
Com o objetivo de caracterizar o extrato de berinjela, foram realizadas andlises no
infravermelho tanto do extrato liquido quanto do extrato sélido obtido no processo de

liofilizacdo. Os espectros de infravermelho das duas amostras estdo representados na Figura 36.
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Figura 36: Espectros de infravermelho obtidos na faixa de 400 a 4000 cm™'. (A) Espectro do

extrato obtido a partir da casca de berinjela. (B) Espectro do extrato liofilizado.

Tanto no espectro de infravermelho médio (FT-IR) do extrato (A) quanto da amostra
liofilizada (B) foram observadas bandas caracteristicas dos grupos hidroxila referentes ao
estiramento O-H em torno de 3800 cm™. Além disso, no extrato liofilizado (B), foram
observadas bandas caracteristicas do estiramento C-H em torno de 3000 cm’', bandas
caracteristicas do estiramento C=C provenientes de grupos aroméaticos que ocorrem entre 1600
e 1450 cm™', além de bandas caracteristicas de grupos flavonoides no intervalo de 1670 e 1625
cm’' e banda caracteristica do estiramento C-O entre 1300 e 1000 cm™ (BARBOSA, 2013;
PAVIA, LAMPMAN, et al., 2010).
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Essa andlise no FT-IR confirma a presenca de grupos flavondides responsaveis pela cor
da casca da berinjela, como a antocianina delfinidina 3-glicosideo. Esses dados estdao de acordo
com os relatados na literatura (WU e PRIOR, 2005; SAKAMURA, WATANABE e OBATA,
1963) .

2.5. Determinacio dos teores de ferro e aluminio na amostra

Para a determinacdo de ferro e aluminio na amostra liofilizada, primeiramente foi
realizada a digestdo dessa amostra segundo descrito no item 2.8 de material e métodos. A partir
disso, a amostra foi analisada por espectrometria de absor¢do atomica para a determinagdo da
concentracdo de aluminio e de ferro total através de curvas analiticas, cujos parametros sao
mostrados na Tabela 9, Equagdo 7 e Equacao 8 e Figura 37. As curvas analiticas foram obtidas
com solugdes padrdo de cada um dos metais num intervalo de concentragdo de 1 a 10 mg ™!

para o ferro e de 1 a 20 mg L™! para o aluminio.

Abs = (0,0704 +0,0012 ) - Crrotary + (0,0143 £0,0069) Equacdo 7

Abs = (0,0033 + 3,4989 x 107°)-Cy + (0,0012 £ 3,7754 X 107%) Equagdo 8
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Figura 37: Curvas analiticas do ferro total e do aluminio respectivamente. (A) Concentragdo
de ferro variando de 1,0 a 10,0 mg L' (B) Concentracdo de aluminio variando de 1,0 a 20,0

mg L.
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Tabela 9: Pardmetros obtidos para as curvas analiticas de Aluminio e de Ferro total.

Parametros Ferro Aluminio
Coeficiente de determinacao / R? 0,994 0,998
LoD/ (mg L) 0,831 0,972
LoQ/ (mg L) 2,77 3,24
Desvio padrao dos residuos 0,0195 0,0011
Sensibilidade analitica / (L.mg'l) 0,0703 0,0033
Faixa analitica/ (mg L 2.,77-10,0 3,24-20,0

As figuras de mérito para a determina¢do dos metais foram adequadas, apresentando
baixo desvio padrio dos residuos, além de bons valores para limite de deteccdao (LoD), limite
de quantificacdo (LoQ) e sensibilidade analitica, sendo adequados para a quantificacdo de
Aluminio e de Ferro total nas amostras. A partir das Equacdes 7 e 8 das curvas analitica foram
determinadas as concentragdes de Aluminio e de Ferro nas amostras. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de absorbancia para o ferro e aluminio de cada umas das triplicatas com

suas respectivas massas.

Amostra Massa /g Absorbancia Concentra¢do™* /(mg L")
Ferro Aluminio Ferro Aluminio
1 0,2005 0,052 0,024 <LoQ 6,90
0,053 0,024 <LoQ 6,90
0,052 0,022 <LoQ 6,30
2 0,2055 0,084 0,030 <LoQ 8,73
0,084 0,036 <LoQ 10,54
0,084 0,036 <LoQ 10,54
3 0,2096 0,116 0,036 <LoQ 10,54
0,117 0,036 <LoQ 10,54
0,115 0,036 <LoQ 10,54

* valor na solu¢do analisada.

Considerando os cdlculos de dilui¢do, (Apéndice 1), a concentracdo média no extrato
obtida para o aluminio foi igual a (11,01 % 2,10) x10 % (m/m) ou (4,08 + 0,78) x10”> mol/g.

Ja o ferro, apresentou concentragdes com valores abaixo do limite de quantificagao.
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Esses resultados revelaram o baixo teor de Al e de Fe na amostra, de modo que ndo

influenciaria nos estudos do extrato de antocianina em presencga desses metais.

2.6. Avaliacdo do rendimento de extracio das antocianinas a partir do processo de
liofilizacao

Para avaliar a quantidade de antocianinas extraidas da casca de berinjela, foi feita uma
extragdo como mencionado no item 2.5 de material e métodos. Resumidamente, extraiu-se as
antocianinas de 100 = g de casca de berinjela a partir de uma solu¢do de 500 mL de 4gua
deionizada em meio 4cido (pH em torno de 1,60) e colocada em banho de ultrassom por cerca
de 4 horas. Posteriormente, o extrato liquido foi congelado a -4°C e liofilizado por 72 horas em
dias alternados. Por fim, pesou-se a massa do extrato s6lido obtido ao final do processo de

liofilizac@o, obtendo uma massa de 2,972 g.

A partir dessa massa obtida e considerando que grande parte das antocianinas presentes
na casca de berinjela foram extraidas, pode-se calcular a porcentagem de antocianina presente
em 100 + g de casca de berinjela, que € dada pela seguinte Equacgao 9:

massa iani 3
%(m/m) _ antocianina % 100% Equacao 9
massaamostra

Em que mantocianina € @ massa de antocianina encontrada ao final do processo de

liofilizac@o e mamostra € @ massa de casca de berinjela usada para esse estudo.

Logo, considerando que a extracdo tenha sido seletiva, a porcentagem de antocianina

presente na casca de berinjela € de cerca 2,97%.

2.7. Estudo de formaciao do complexo de Aluminio-antocianina.
O comportamento espectrofotométrico do extrato de antocianina na presenga de

diferentes concentracdes de aluminio € mostrado na Figura 38.
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Figura 38: Espectros de formacdo do complexo aluminio-antocianina em meio &4cido

(Concentracdes de aluminio variando de 0,4 mmol L! a 20 mmol L!). Volume de extrato: 3

mL; pH da amostra em 1,65.

O comportamento do espectro de antocianina no extrato de casca de berinjela na
presenca de aluminio na regido do visivel (Figura 39) foram bastante similares aquele
observado para o extrato de horténsia, apresentando comprimentos de onda mdximo préximos,
sendo que o da horténsia foi em 575 nm e o da berinjela foi em 578 nm. Os espectros de
absor¢do para ambos os complexos apresentaram uma diferenca de 0,42 unidades de

absorbancia, conforme mostrado na Figura 39.
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Figura 39: Comparagdo entre os espectros do complexo aluminio-antocianina ( — ) Extrato

de horténsia; ( — ) Extrato de berinjela.

Neste estudo, entretanto, foi avaliado o espectro na regido do ultravioleta, sendo possivel
observar uma distin¢do mais nitida dos méximos de absorc¢ao da antocianina ‘livre’ (288 nm e

318 nm) e do complexo com aluminio (362 nm), conforme mostrado na Figura 40.
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Figura 40: Variacio da absorbancia em funcio da concentracio de aluminio para estudo da

formac¢do do complexo aluminio-antocianina. (— ) 288 nm; (— ) 362 nm. pH da solu¢do em

1,64; volume de extrato: 3,0 mL.

A partir da variagdo de absorbéncia para os dois comprimentos de onda demonstrados
na Figura 40, foi possivel observar a formacdo do complexo aluminio-antocianina, em que para
o comprimento de onda de 288 nm ocorreu a diminui¢do da absorbancia com o aumento da
concentracdo de aluminio no meio, € em 362 nm ocorreu o aumento da absorbancia, indicando
a formacdo do complexo. Essa formagdo também pode ser evidenciada na Figura 41 com a

variacdo da absorbancia na regido do visivel.
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Figura 41: Variacdo da absorbancia em func¢do da concentracio de aluminio obtida no

comprimento de onda maximo em 575 nm para estudo da formagdo do complexo aluminio-

antocianina. pH da solucao em 1,64; volume de extrato: 3,0 mL.
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A concentracdo estequiométrica do complexo aluminio-antocianina na solu¢do na
cubeta foi determinada para a concentracio analitica de 2,5 mmol/L de aluminio, sendo assim,
se sua estequiometria € de 1:3, logo, a concentracdo de antocianina no extrato é 25 mmol/L. Na
Figura 42 sdo apresentadas as solugdes obtidas em diferentes concentracdes de aluminio. A

mudancga de coloracdo do extrato ocorreu de um vermelho intenso para um roxo intenso.

Figura 42: Coloracdo do extrato de berinjela em diferentes concentracdes de aluminio
(0,4 mmol L' a 4,0 mmol L"), sendo este aumento, da esquerda para a direita. (A) 0,4 mmol

L'; (B) 0,6 mmol L''; (C) 1,0 mmol L'; (D) 2,0 mmol L''; (E) 4,0 mmol L.

2.8. Estudo de formacao do complexo de Ferro (II) - antocianina
O comportamento espectrofotométrico do extrato de antocianina na presenga de diferentes

concentragdes de Ferro (II) € mostrado na Figura 43.



CAPITULO 4: Berinjela 85

2,0

1,54

1,0+

Absorbancia

0,5 1

0;0'I'I'I'I'I'I'I'I'I'iyl‘ —

200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750
AMnm

Figura 43: Espectros de formagdo do complexo ferro (II) - antocianina (Concentragdes de

ferro (II) de 0,4 mmol L' a 32 mmol L™). pH da solugdo em 1,76; Volume de extrato: 3,0

mL.

Neste estudo, assim como no estudo do aluminio, foi avaliado o espectro na regiao do
ultravioleta e do visivel, sendo possivel observar uma queda na absorbancia em 288 nm e o
deslocamento do comprimento de onda maximo na regido do visivel de 524 nm para 550 nm
para concentragdes maiores de Ferro (II), indicando a formagdo do complexo. A variagdao da
absorbancia no comprimento de onda maximo para a formacao do complexo esta representada

na Figura 44.
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Figura 44: Variacdo da absorbincia em funcdo da concentracdo de ferro (II) obtida no

comprimento de onda maximo em 550 nm para estudo da formagdo do complexo ferro (II) -

antocianina. pH da solu¢do em 1,64; volume de extrato: 3,0 mL.

A partir da Figura 44 foi possivel verificar que a estequiometria do complexo ferro-
antocianina foi de 26 mmol L™, sendo que, se sua estequiometria é de 1:3, logo, a concentracio
de antocianina no extrato é 260 mmol/L. A mudanca de colorag¢do para formacao do complexo

ocorreu de um vermelho intenso para um roxo, conforme mostrado na Figura 45.

Figura 45: Coloragdo do extrato de berinjla em diferentes concentracdes de ferro (II)
(0,4 mmol L' a 32 mmol L), sendo este aumento, da esquerda para a direita. (A) 0,4

mmol L!; (B) 10 mmol L'; (C) 18 mmol L!; (D) 26 mmol L.
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2.9. Estudo de formacao do complexo de Ferro (III) - antocianina

No estudo do Ferro (III) com o extrato da casca de berinjela foi observado que a adi¢ao
de ferro (III) sobre o extrato, provocou mudanga na coloracdo da solucdo e também uma
mudanca no comprimento de onda maximo de absorcao, que era de 524 nm passando para 550
nm, ocorrendo entdo um deslocamento batocromico de 26 nm, indicando assim, a formacao do
complexo ferro (III) -antocianina de colorac¢io roxo intenso. Apds a formacdo do complexo de
coloragdo roxo, observou-se uma queda brusca de absorbancia ao longo do tempo acompanhada
de um deslocamento hipsocrdomico para comprimentos de onda préximos a 536 nm e de uma
mudanca na coloracio da solucdo, que passou de um roxo intenso para um amarelo, indicando

que houve uma mudanca de espécie em solugdo. Esse comportamento é mostrado na Figura 46.
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Figura 46: Estudo da forma¢do do complexo Ferro (III) — antocianina acompanhado da
queda da absorbancia em 550 nm. (A) comportamento espectral do extrato de berinjela na
presenca de 0,4 mmol L! de Ferro (III). (B) Diminuicdo da absorbincia ao longo do tempo
no comprimento de onda maximo em 550 nm. pH da solucdo 3,2; volume de extrato: 3,0

mL.

Para esse estudo, foram utilizadas concentracdes de ferro (III) na faixa de 0,4 mmol L
a 12 mmol L'}, sendo observado que em maiores concentracdes de ferro (III) houve um aumento
na taxa de degradacdo da antocianina, tendendo a formar mais rapidamente a espécie mais
estavel, provavelmente uma espécie oxidada, como pode ser observado na Figura 47. A espécie
oxidada, formada pela reducdo do ferro (III) a ferro (II), ndo parece ser complexada a esse
ultimo, mas sim uma espécie polimérica, sem uma banda definida na regido do visivel, similar

ao comportamento dos polifendis.
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Figura 47: Estudo da formagdo do complexo Ferro (III) — antocianina acompanhado da
queda da absorbancia em 550 nm. (A) comportamento espectral do extrato de berinjela na
presenca de 4 mmol L' de Ferro (III). (B) Diminuicdo da absorbancia ao longo do tempo

no comprimento de onda maximo em 550 nm. pH da solucdo 3,2; volume de extrato: 3,0

mL.

Como pode-se perceber da Figura 46, houve uma queda na absorbancia de 0,35 para
valores préximos a 0,05 em apenas 5 minutos de estudo cinético para uma concentracdo de 0,4
mmol L' de ferro (III). Ao adicionar maiores concentracdes de ferro em solugdo, essa
diminui¢do de absorbancia se torna cada vez mais rdpida como se pode observar na Figura 47
letra B em que para a concentracdo de ferro (III) de 4,0 mmol L' a absorbancia caiu de 0,16

para 0,05 em cerca de 1 minuto.

A mudanca de coloracido observada para o extrato de antocianina quanto se adiciona

ferro (III) em solugdo € apresentada na Figura 48.
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Figura 48: Mudanca da coloragio do extrato de berinjela ao se adicionar 8 mmol L™ de ferro
(IIT) em solucao ao longo do tempo.

2.10. Estudo do comportamento do extrato em presenca de agente redutores

Avaliou-se o comportamento do extrato de berinjela na presenca de diferentes
concentracdes de hidrazina, dcido ascorbico e sulfito a fim de buscar estabilizantes que fossem
capazes de aumentar a estabilidade do extrato por um periodo de tempo maior. O espectro do

extrato de berinjela em diferentes concentracoes de dcido ascorbico € apresentado na Figura 49.
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Figura 49: Estudo do comportamento do extrato na presenca de dcido ascérbico. (A) Espectro
do extrato de antocianina e em comparagdo com o espectro do extrato na presenca de diferentes
concentracdes de 4cido ascérbico (0,5 mmol L' a 100,0 mmol L), (B) variagdo da absorbancia

em funcdo da concentracio de dcido ascorbico. Volume de extrato: 3,0 mL.
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Ao comparar a absorbancia no comprimento de onda miximo (524 nm) para uma
solucdo contendo apenas o extrato e para solugdes contento o extrato na presenca de diferentes
concentracdes de dcido ascérbico, variando de 0,5 mmol L' a 100,0 mmol L', foi possivel
verificar que ndo h4 variacdo significativa da absorbancia e do espectro nessas diferentes
condi¢Oes experimentais, com uma variacdo maxima de absorbéncia de cerca de 3,62% nesse
comprimento de onda. Essas amostras contendo 4cido ascérbico foram armazenadas em
geladeira por 24 horas e apds esse tempo realizou-se novas leituras, sendo possivel observar o
completo descoloramento do extrato e a queda da absorbancia para valores proximos de zero
em 524 nm, evidenciando que o dcido ascérbico afeta o comportamento do extrato de forma
bastante lenta, ou seja, apresentando uma cinética de reacdo lenta. Dessa maneira, o 4cido
ascorbico pode ser utilizado como um estabilizante do extrato, impedindo a degradacao das
antocianinas e formacdo dos polifendis. Esse efeito deve estar associado a eliminagdo de
oxidantes no meio.

O espectro do extrato de berinjela em diferentes concentragdes de hidrazina é mostrado

na Figura 50.
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Figura 50: Estudo do comportamento do extrato na presenca de hidrazina (A) Espectro do
extrato de antocianina e espectro do extrato na presenca de diferentes concentracdes de
hidrazina (0,5 mmol L' a 100,0 mmol L1).(B) variacdo da absorbincia em funcdo da

concentracdo de hidrazina. Volume de extrato: 3,0 mL.

Como pode ser observado na Figura 50, os espectros da solu¢dao contendo apenas o
extrato quando comparado com os espectros das solucdes do extrato contendo diferentes

concentracdes de hidrazina (0,5 mmol L' a 50,0 mmol L) foram semelhantes. Ao adicionar
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hidrazina a solu¢do do extrato, causou um aumento de absorbancia, de modo que, quanto maior
a concentracdo de hidrazina no meio, maior a absorbancia no comprimento de onda maximo,
variando de 0,392 para 0,469 para a solu¢ao contento 50,0 mmol L de hidrazina. Esse valor
corresponde a 16,52% do valor maximo de absorbancia. Ao contrario do acido ascorbico, um
redutor pouco forte, a hidrazina é um redutor forte e pode ter reduzido algumas espécies
oxidadas, talvez intermedidrios na formacdo de polifendis, uma vez que a reducdo desses

altimos € considerada irreversivel.

Ja no estudo com o sulfito, foi observado que quanto maior a concentragdo de sulfito no
meio, maior a diminui¢do da absorbancia no comprimento de onda maximo na regido do visivel.

Esse comportamento é mostrado na Figura 51.
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Figura 51: Espectro do extrato de berinjela na presenca de diferentes concentragdes de sulfito

(0,1 mmol L' a 5,0 mmol L.

Para o estudo do sulfito, € possivel observar um decaimento da absorbancia comparando
a solucdo contendo somente o extrato puro e as solu¢des contendo o extrato na presenca de
diferentes concentracdes de sulfito (0,1 mmol L' a 5,0 mmol L!). Nesse caso, a absorbancia
diminuiu de 0,377, no extrato puro, para 0,016 no extrato contendo 5,0 mmol L ! de sulfito, ou

seja, uma diminuicdo de cerca de 95,73% do valor maximo.

A diminui¢do da absorbancia com o aumento da contragdo de sulfito em solucdo, no

comprimento de onda maximo (524 nm), pode ser evidenciada na Figura 52.
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Figura 52: Variacdo da absorbancia do extrato na presenca no comprimento de maxima
absorbancia em 524 nm do extrato de berinjela em diferentes concentragdes de sulfito (0,1

mmol L' a 5,0 mmol ).

O decaimento da absorbancia em funcdo da concentrag@o de sulfito em solugdo, pode
ser visualizado pelo descoloramento da solucdo do extrato, que passa de uma coloragdo
avermelhada para incolor quando se adiciona concentra¢des maiores de sulfito no meio (Figura

53).

Figura 53: Coloracdo da solu¢do contendo o extrato puro e na presenca de diferentes

concentracdes de sulfito (0,1 mmol L'a5,0 mmol L), sendo este aumento representado da

esquerda para a direita.

Diferentemente dos dois redutores anteriormente estudados, a diminui¢do da banda
caracteristica das antocianinas sugere a formacdo do aduto sulfonico similar aquele formado
entre o sulfito e o formol (Figura 54). Provavelmente, a a¢do do sulfito ocorreu sobre a cetona

formada pela ruptura do anel pirano.
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Figura 54: Representagdo da reacdo entre o sulfito e o formol para a formacdo do aduto

sulfonico.

2.11. Estudo das espécies de antocianinas em fun¢io do pH do meio obtidas pelo método

MCR

O comportamento das espécies de antocianina com a variacdo de pH do meio é

apresentado na Figura 55.
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Figura 55: Espectro do extrato de berinjela em diferentes valores de pH do meio (2 a 11);
(—)pH2;(—)pH3; (—)pH4; (—)pH5 (—)pHO6; (—)pHT7; (—)pH&; (—) pH;
(—)pH 10; (— ) pH 11.

Ao analisar os espectros obtidos para o extrato de antocianina em diferentes valores de
pH, foi possivel observar uma mudanca no comportamento espectral do extrato ao longo do
aumento do pH do meio. Como pode-se perceber na Figura 55, com o aumento gradual do pH
de 2 para 3, e logo depois para 4, ocorreu uma diminuicao da absorbancia em 524 nm, fazendo
com que a coloragdo deixasse de ser avermelhada e passasse a ser incolor. Ao aumentar ainda

mais o pH, ocorreu um deslocamento hipsocromico do comprimento de onda méximo na regiao
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do visivel de 524 nm para cerca de 481 nm e a formagdo de uma nova banda em cerca de 363

nm.

A partir dessas observacdes, é possivel afirmar que ao longo da variagdo de pH existem
diferentes espécies de antocianina em solu¢ao, mas somente a avalia¢do e anélise dos espectros
ndo € suficiente para afirmar quantas espécies existem. Sendo assim, o uso de ferramentas
quimiométricas para tratamento de dados como o método de resolugao de curvas multivariadas
(MCR), podem ser utilizadas para estimar o nimero de espécies em solucao em func¢do do pH
do meio (MARCO, POPPI, et al., 2011; MARCO, VALDERRAMA, et al., 2014; SOUZA,
ZANIN, et al., 2016).

Para isso, aplicou-se 0 MCR nos estudos cinéticos obtidos para cada valor de pH (pH 5
a 11) separadamente, para os valores de pH 2; 3 e 4 juntos em seus respectivos pontos finais e
para todos os valores de pH juntos em seus pontos finais, ou seja, uma matriz de dados
aumentados. O MCR foi aplicado aos valores de pH 2, 3 e 4 juntos, pois ndo foi observado
alterac@o no comportamento espectral desses trés valores de pH ao longo do tempo. Os estudos

cinéticos realizados para os valores de pH foram feitos em triplicata.

Os resultados obtidos do tratamento de dados para os espectros recuperados, podem ser
evidenciados a seguir (Figura 56). Primeiramente foram mostrados os dados obtidos dos
estudos cinéticos realizados para cada valor de pH separadamente (pH 5 a 11) e para os valores

depH?2,3e4.
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Figura 56: Espectros recuperados pelo MCR/ALS a partir dos estudos cinéticos em valores

de pH variando 5 a 11, para as matrizes de dados individuais.
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A partir dos gréficos representados na Figura 56, € possivel observar que independente
do pH avaliado, o método MCR/ALS identificou 2 componentes. Com exce¢ao dos valores de
pH 8,0 e 9,0 que apresentaram perfis espectrais semelhantes e para o pH 7 que foi observado

apenas uma espécie, os outros valores de pH apresentaram perfis bem diferentes.

A fim de verificar se as espécies identificadas nos efeitos do pH poderiam ser as
mesmas, foi realizado a matriz de dados aumentados com os diferentes valores de pH. Na Figura
57 sao mostrados os resultados obtidos analisando as espécies presentes em diferentes valores

de pH da solugdo para a matriz de dados aumentados.
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Figura 57: Espectros recuperados e da concentragdo relativa ao longo do tempo dos dados
obtidos pelo MCR a partir de todos os valores de pH em seus pontos finais para a matriz de

dados aumentados.( —) Espécie A. (— ) Espécie B. (—) Espécie C. (— ) Espécie D.

Os espectros recuperados pelo MCR/ALS para a matriz de dados aumentado, Figura 57,
sugere quatro espécies de antocianinas em funcdo do pH do meio. Sendo que a espécie
representada pela coloracdo verde predomina em solucdo até pH 3, e reaparece em pH 7,0
novamente. J4 a espécie de coloracdo preta predomina de pH 3 até pH 5,5. J4 a espécie azul

predomina do pH 5,5 a 7 e a espécie vermelha predomina em pH acima de 8.

A espécie representada pela coloragdo verde pode ser atribuida a antocianina na forma
de céation flavilico de coloracdo vermelha, a espécie de coloracdo azul deve ser a pseudobase
carbinol incolor, e a espécie vermelha deve ser as chalconas de coloracdo amarelada (MARCO

e POPPI, 2008)
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2.12. Comportamento cinético
O comportamento da varia¢do da absorbancia nos comprimentos de onda mdximos ao

longo do tempo para cada estudo de pH esté evidenciado na Figura 58.
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Figura 58: Variagdo das absorbancias maximas ao longo do tempo para cada estudo de pH.
Para os valores de pH 2, 3, 4, 5 e 6, considerou o Amax em 524 nm; para o pH 7 considerou
o Amax em 597 nm; para os pH 8, 9 e 10 considerou o Amax em ( — ) 463 nm (— ) 597

nm; para o pH 11 considerou o 4,4, em 363 nm.

A partir dos graficos apresentados na Figura 58 foi possivel observar o espectro de
acordo com a variagdo das absorbancias no comprimento de onda maximo ao longo do tempo
para cada valor de pH. Nos valores de pH 2 e 3, a absorbancia permanece constante em 524 nm
durante todo o estudo cinético, sendo que ao comparar as absorbancias nos dois valores de pH,
pode-se concluir que houve uma diminuicao de 0,35 no pH 2 para 0,12 em pH 3, indicando o
inicio de uma mudanga espectral. J4 para o pH 4, houve uma diminui¢do da absorbancia de 0,08
para 0,047 em 524 nm nos dois primeiros minutos, ficando estdvel nesse mesmo valor,
comprovando que para o intervalo de pH de 2 a 4 existem mais de uma espécie de antocianina

em solugdo. Ja para os valores de pH 5 e 6, houve uma diminui¢do de absorbancia em 524 nm
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e uma mudanca brusca de coloracdo passando de vermelha para uma coloragdo rosa clara,

indicando ser uma regido de transi¢do entre uma espécie e outra.

No valor de pH 7, houve um deslocamento batocromico do comprimento de onda
maximo de 524 nm para 597 nm, ocorrendo uma diminuicdo dos valores de absorbancia ao
longo do tempo. J4 para o pH 8, foi possivel observar no estudo cinético, uma queda brusca da
absorbancia em 597 nm, e o aparecimento de uma nova banda em 463 nm, ocorrendo um
aumento de absorbancia nesse mesmo comprimento de onda, evidenciando assim, a presenca
de mais uma espécie em solugdo. Para o pH 9 e 10 ocorreu a diminuicdo cada vez mais rapida
dos valores de absorbancia em 597 nm, e o aumento dos valores em 463 nm. Por fim, no pH 11
ocorreu o desaparecimento da banda em 597 nm e a formacao de uma nova banda em 363 nm,

ocorrendo a diminui¢ao da absorbancia ao longo do tempo.

O estudo cinético, para os diferentes valores de pH, provou que o extrato de antocianina
apresenta uma cinética de reacdo rapida devido a diminui¢do brusca de absorbéncia ao longo
do tempo, com excecdo do extrato em valores de pH mais acidos (pH < 3) em que quase nao
houve variacdo da absorbancia. Quando a solu¢do se encontra em valores de pH mais écidos,
tem-se a predominancia do cdtion flavilico em solugdo, por isso, nos diversos estudos
envolvendo antocianinas em geral, a extracdo desses pigmentos € feita em meio dcido gracas a

estabilidade do cation flavilico.

2.13. Modelo cinético para o estudo do pH

Para descrever o mecanismo cinético no estudo com diferentes valores de pH da solucao
(Figura 58) ao longo do tempo, foram aplicados modelos cinéticos aos resultados obtidos. Esses
modelos foram aplicados a partir do pH 4, pois o extrato nos valores de pH 2 e 3 ndo sofreram

variacdo da absorbancia ao longo do tempo.

Para todos os valores de pH foi aplicado o modelo ExpDec que se aproxima do modelo
cinético de pseudo primeira ordem, sendo obtido assim, os seguintes parametros demonstrados

na Tabela 11:
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Tabela 11: Parametros obtidos no ajuste do modelo ExpDec aos dados experimentais do

extrato em diferentes valores de pH da solugdo.

pH 2. k/(L min mol™) Coeficiente de Sres
determinagio/R?
4 0,407 + 0,042 0,973 1,0 - 103
5 1,518 + 0,082 0,989 3,2-103
6 17,15 + 0,221 0,991 17,4 - 103
7 378,54 + 87.41 0,998 742 -10*
8 (A =463 nm) 8,54 + 0,252 0,993 3,92 107
+ 0,976 5,22 1073
8 (). = 597 nm) 3,790,155
9 (L =463 nm) 5,61 +0,252 0,994 1,09 - 1073
+ 0,996 2,84 . 1073
9 (h = 597 nm) 3,420,095
10 (L = 463 nm) 1,15 + 0,0024 0,992 2,58 - 1073
1,31 £0,0016 0,987 1,23 - 107

10 ( = 597 nm)
11 73,31 % 53,00 0,971 1,28 - 102

Esse modelo apresentou um bom ajuste aos dados cinéticos para todos os valores de pH,
sendo que a qualidade do ajuste foi analisada através do desvio padrao dos residuos e analise
dos graficos de residuos. Para todas as condi¢Oes experimentais estudadas o modelo foi
adequado, demonstrando aleatoriedade na distribuicao dos residuos em torno do eixo zero, além
de apresentarem baixos desvios padrdes de residuos. Isso pode ser verificado para o estudo do

pH 5 e pH 10 (Figura 59 e 60).
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Figura 59: Estudo do comportamento do extrato em diferentes valores de pH. (A) Ajuste do

modelo aos dados experimentais do pH 5. (B) Gréfico de residuos para o estudo do pH 5.
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Figura 60: Estudo do comportamento do extrato em diferentes valores de pH. (A) Ajuste do

modelo aos dados experimentais do pH 10. (B) Grafico de residuos para o estudo do pH 10.

(—)597 nm; (—) 463 nm.



CAPITULO 4: Berinjela 102

A constante cinética de primeira ordem (Figura 61) mostra um aumento na taxa de
degradacdo para valores préximos ao pH 7. O ajuste da gaussiana, apenas sugere a dependéncia
do pH sobre a constante em mais de um sitio de reacdo, similar ao comportamento de algumas

enzimas em rela¢ao ao pH, onde mais de um aminoacido do sitio ativo € influenciado pelo pH

e assim, o perfil gaussiano é formado.
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Figura 61: Gaussiana formado a partir dos valores da constante de velocidade encontrados

para o extrato em funcdo do pH do meio.
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Conclusoes Parciais

Foi observada a formagdo do complexo aluminio-antocianina e obtida uma quantidade
estequiométrica entre ambos. Observou-se, além do complexo com aluminio, a formagao
de complexos de antocianina com fons ferro (II) e ferro (III), obtendo também para esses
estudos uma quantidade estequiométrica entre os metais € a antocianina.

Para os métodos de caracterizacdo utilizados, foi possivel confirmar que o pigmento
presente na casca de berinjela é do grupo dos flavonéides. Além disso, foi possivel encontrar
os teores de ferro total e aluminio na amostra liofilizada, de forma que a quantidade
encontrada ndo afetou os estudos realizados com esses metais.

A partir das anélises dos resultados obtidos pelo algoritmo MCR/ALS para a matriz de
dados aumentados do estudo do pH, foi possivel observar a presenca de quatro espécies em
solucdo, sendo que dentre as espécies encontradas, pode-se ter o cation flavilico, o carbinol

incolor e as chalconas de coloragdo amarela.
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COMPARACAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NA ANALISE DE ANTOCIANINAS
PROVENIENTES DE HORTENSIAS VERSUS ANTOCIANINAS PROVENIENTES
DE BERINJELAS

A partir dos estudos realizados para as antocianinas presentes na casca de berinjela e
nas sépalas de horténsia, observou-se que as antocianinas nas duas matrizes sao iguais, como
sugere alguns autores (SCHREIBER, SWINK e GODSEY, 2010; YOSHIDA, MORI e
KONDO, 2009; SADILOVA, STINTZING e CARLE, 2006; WU e PRIOR, 2005), ou pelo
menos, muito similares, conforme mostrado na Figura 62. A distin¢do dos espectros pode estar
associada as diferengas na concentrac@o e/ou na presencga de outras espécies absorventes, que
se encontram em concentragcdes menores no meio. A diferenca de concentragdo foi observada
pelo método de Job, usualmente usado para a determinacdo da estequiometria do complexo
mais estdvel, sendo utilizado neste trabalho para estimar as concentragdes das antocianinas

presentes nos extratos.
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Figura 62: Comparacgao entre os espectros de ( — ) Horténsia e ( — ) berinjela extraidos nas

mesmas condi¢des experimentais: dgua deionizada em meio acido.

Além disso, ainda que o extrato de horténsia e o extrato de berinjela apresentem um
espectro similar, com o comprimento de onda maximo em 524 nm, a resolu¢do espectral obtida

com essa técnica ndo € suficiente para garantir que ambos 0s compostos sdo iguais.

Partindo do fato de que a mesma antocianina € a responsdvel por garantir coloracdo para
essas duas matrizes, é importante destacar que tanto o extrato de berinjela quanto o extrato de

horténsia tiveram comportamentos espectrais parecidos quando colocados na presenca de
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aluminio. Entretanto, para as antocianinas da horténsia ocorreu a formacao de um complexo de
coloragdo verde com comprimento de onda de mdaxima absorbancia em 575 nm, ji as
antocianinas da casca de berinjela formaram um complexo de colora¢do roxa com comprimento
de onda de maxima absorbancia em 578 nm. Os espectros dos dois complexos formados e da
sépala de horténsia de coloracdo azul é apresentado na Figura 63. Esse ultimo espectro foi

obtido por espectrofotometria de reflectancia difusa.
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Figura 63: Comparacdo entre os extratos dos complexos formados entre as antocianinas da

horténsia e berinjela com o aluminio e da sépala de horténsia in natura de coloracdo azul.
( — ) Complexo antocianina-aluminio da casca de berinjela; ( — ) complexo antocianina-

aluminio da horténsia; ( — ) sépalas de horténsia de coloracdo azul in natura.

Mesmo apresentando comprimentos de onda de maxima absorbancia semelhantes para
os trés espectros representados na Figura 63, as coloragdes observadas foram totalmente
diferentes. Esse fato pode ser explicado a partir da teoria de Young-Helmholtz ou teoria
tricromica, na qual se baseia nos trés tipos de cones existentes no sistema visual humano para
garantir a percep¢ao de cor pelo observador. Segundo essa teoria, quando a radiagdo refletida
chega até a retina, cada um dos cones consegue detectar uma faixa do espectro visivel, gerando
impulsos elétricos de intensidades diferentes, sendo que a combinacdo dessas intensidades
garante a sensacdo de cor pelo observador. Sendo assim, por mais que o comportamento
espectral e o comprimento de onda maximo para os trés espectros sejam semelhantes, a banda
de cada um deles apresenta largura diferente, o que significa faixas diferentes do espectro
visivel detectadas pelos cones azul, verde e vermelho, gerando entdo, a sensacdao de cores

diferentes.
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Além disso, foi possivel observar na Figura 63 que o espectro e o comprimento de onda
maximo para o complexo aluminio-antocianina dos dois extratos em estudo foi semelhante ao
espectro das sépalas de coloracdo azul, confirmando que o aluminio apresenta participacao
importante na formagao da coloragao azul de horténsias. Sendo assim, partindo da hipétese de
que a antocianina das sépalas de horténsia seja a delfinidina, e sabendo que esse tipo de
antocianina apresenta dois sitios de ligacdo em sua estrutura molecular e sabendo que o nimero
de coordenacdo para o aluminio € igual a 6, foi possivel propor uma estrutura para o complexo
aluminio-antocianina na propor¢ao de 1:3 de aluminio e delfinidina respectivamente, conforme

mostrado na Figura 64.

OH
OH

HO

OH

Figura 64: Estrutura proposta para o complexo aluminio-antocianina.
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Conclusao Geral

A partir dos resultados obtidos para o estudo do extrato de horténsia e berinjela, foi
possivel observar um comportamento espectral parecido para os extratos, com
comprimento de onda de maxima absorbancia em 524 nm na regido do visivel. Mesmo
assim, ndo € possivel confirmar que a antocianina da horténsia seja a mesma presente na

casca de berinjela.

Além disso, comparando os espectros dos complexos aluminio-antocianina formados,
tanto para o extrato de horténsia quanto para o extrato de berinjela, foi observado um
comportamento espectral parecido, com comprimentos de onda de maxima absorbéncia
muito proximos. Ao sobrepor os espectros dos complexos formados para os dois extratos
com o da sépala in natura de coloragdo azul, foi possivel ver a semelhangca no
comportamento espectral, confirmando a participacdo do aluminio para a formacdo da cor

azul.

A partir dos estudos realizados para o extrato das sépalas de horténsia e da casca de
berinjela, foi possivel observar o comportamento espectroquimico das antocianinas
presentes nesses dois extratos em diferentes condi¢des experimentais € comparar OS

resultados observados para ambos os estudos.
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Perspectivas Futuras

Estudar de forma mais aprofundada o complexo ferro (II) - antocianina e ferro (III)-
antocianina tanto para o extrato de horténsia quanto para o extrato de berinjela, buscando

compard-los.

Elucidar a estrutura da principal antocianina presente nas sépalas de horténsia e na casca
de berinjela por meio de técnicas de separacdo e caraterizacdo como a cromatografia liquida de
alta eficiéncia hifenada com a espectrometria de massas ou espectrometria de absorcao
molecular UV-vis, a fim de comprovar se a antocianina presente nessas duas matrizes €
realmente a mesma. Além disso, é necessdrio encontrar a melhor forma de purificagdo do
extrato de horténsia e berinjela a fim de obter um extrato mais puro para estudos posteriores,
impedindo a interferéncia de outras substdncias como agucares, proteinas e outros tipos de

flavonoides.

Explicar as diferentes coloragdes adquiridas pelas sépalas de horténsia, buscando
reproduzir a coloragdo azul em diferentes condi¢des experimentais tanto com o extrato puro
quanto com o extrato bruto, na presenca somente d aluminio, na presenca de aluminio e
diferentes copigmentos como derivados do dcido cumadrico e do 4cido caféico, na presenga de
ferro (II) e ferro (III) sozinhos e com os copigmentos utilizados no estudo do aluminio, a fim
de verificar se o ferro também influencia na formacao da coloragdo azul de sépalas de horténsia.
A partir dai, comparar os espectros obtidos com o espectro da sépala in natura de coloragao

azul.

Por fim, estudar a estabilidade dos extratos de forma mais aprofundada, submetendo-os
a diferentes condi¢des experimentais, como na auséncia de luz e na presenca de luz, em
diferentes valores de temperatura e na presenca de oxigénio e nitrogénio (atmosfera inerte),

para ver qual desses fatores influencia de forma direta a estabilidade das antocianinas.
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Apéndice 1

Com os valores de concentragdo encontrados, foi possivel estimar uma concentracao
média de cada umas das triplicatas para o ferro e para o aluminio, encontrando uma massa de
cada um desses metais para cada triplicata na solu¢do final descrita no diagrama esquemaético
(Figura 14) como etapa 5, conforme mostrado no tépico 2.8 do Capitulo 2. A partir dai,
calculou-se a concentragdo de cada uma das triplicatas na amostrado liofilizada (etapa 1)

seguindo os célculos demonstrados a seguir,

m;s(metal)

cs(metal) = — mg(metal) = cc(metal) - Vg

ms(metal) = m,(metal) = m; (metal)

m, (metal)
c;(metal) = cyposira(metal) = —— - 100%

amostra

A partir desses célculos, encontrou-se a concentracao de ferro e aluminio para cada uma

das triplicatas, obtendo ao final do processo, uma média dessas concentragdes.
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Apéndice 2

Para o estudo do extrato de berinjela em diferentes valores de pH, foi testado o efeito de
diferentes tampdes em pH 3, 6 e 9 sobre o extrato, e os resultados obtidos foram comparados
com espectros do extrato nos mesmos valores de pH, mas ajustados com solu¢des de NaOH e

HC10,1 mol L. Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 65.
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Figura 65: Espectros do estudo da influéncia do tampao sobre o extrato de berinjela em pH

3, 6 € 9, comparados com o extrato ajustado com solu¢des de NaOH e HC1 0,1 mol L. (A)
Espectros do extrato em pH 3 ajustado com (—) tampao acetato; (— ) tampao citrato; ( — )
solucdo de NaOH. (B) Espectro do extrato em pH 6 ajustado com (— ) tampao citrato; (— )
tampao fosfato; ( — ) solugdo de NaOH. (C) Espectros do extrato em pH 9 ajustado (—)

tampao carbonato; ( — ) tampao amonio; ( — ) tampao borato; (— ) solu¢do de NaOH.
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A partir dos espectros observados na Figura 65, pode-se afirmar que o inico tampao em
estudo que afetou o comportamento espectral do extrato, ou seja, que apresentou um
comportamento diferente quando comparado com o espectro ajustado com solugdo de
NaOH foi o tampdo borato em pH 9, sendo que os outros tampdes apresentaram
comportamento espectral semelhante ao do extrato ajustado com NaOH, podendo ser

usados no estudo do extrato em diferentes valores de pH.
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