PESQUISA

$ antocianinas sdo pig-
mentos naturais bastan-
te conhecidos pois de-
terminam a coloracao
caracteristica de uma
grande variedade de
vegetais, incluindo aqueles usados na
alimenta¢cio humana. Estes pigmentos
tém sido, portanto, consumidos pelo
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Uso de corantes naturais em alimentos processados

aninas aciladas presentes em alguns
vegetais, que mantém a coloracio es-
tavel numa faixa de pH entre 2,0 e 4,0,
bem como a possibilidade de forma-
¢io de complexos antocianinas-flavo-
ndides nao antocianicos, trazem novas
perspectivas para o uso desses coran-
tes naturais nos alimentos processa-
dos.

ticos e/ou aromaticos ligados ao acu-
car na molécula de antocianina. As
antocianidinas que ocorrem com mai-
or freqiéncia como agliconas nas an-
tocianinas naturais estao relacionadas
na Figura 2.

As antocianinas siao caracterizadas
estruturalmente por possuir um esque-
leto de carbono C6-C3-C6 e, em funcio

Figura 1. Plantas que contém partes pigmentadas: (a) Acalypha wilkesiana; (b) Callistepbus chinensis Nees;
(¢) Rhododendron x simsii Panch; (d) Salvia Splendens Ker-Gawl; (e) Frutas e hortalicas.

homem por incontdveis geracoes sem
causar aparentemente qualquer efeito
sobre a satde. Apesar disso, seu uso
como aditivo natural esta ainda bastan-
te restrito em funcio de limitacdo,
como a disponibilidade de matéria-
prima produtora de pigmentos na quan-
tidade e na qualidade requerida, a
dificuldade na sua purificacdo, o poder
corante reduzido quando comparado
aos produtos sintéticos e, principal-
mente, a baixa estabilidade apresenta-
da pelas antocianinas.

O conhecimento da estrutura dos
pigmentos, a influéncia de fatores como
o pH, a temperatura, a presenca de
acidos, de agucares, de ions metalicos
e a presenca de substancias chamadas
de copigmentos, assumem importin-
cia fundamental no estudo da estabili-
dade das antocianinas, visando seu
possivel uso em alimentos.

As recentes descobertas de antoci-
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Estrutura Quimica
das Antocianinas

As antocianinas estao incluidas no
grupo de pigmentos de ocorréncia
natural, responsaveis pela colora¢io
azul, vermelha, violeta e puarpura de
muitas espécies do reino vegetal (Figu-
ra 1). As antocianinas, substancias fe-
nolicas, sio glicosideos de antociani-
dinas, polihidroxi derivados de ion
flavilium. As antocianidinas (anglico-
nas) sao substincias polihidroxiladas
aparentemente ausentes nos tecidos
de plantas.

As diferencas entre as varias antoci-
aninas estio no numero de grupos
hidroxilicos, no grau de metilacio des-
tes grupos, na natureza e no ndmero
de acucares ligados 2 molécula e na
posic¢ao dessas ligacoes, bem como na
natureza e no nimero de acidos alifa-

disto, podem estar associadas com
compostos flavonoéides nao antociani-
cos. Apesar de possuir a mesma origem
biossintética de outros flavonéides
naturais, as antocianinas diferem des-
tes por absorver fortemente na regiao
visivel do espectro.

As antocianinas podem ser glicosa-
das por diferentes acgicares nas posi-
¢oes 3, 5 e 7, mas sempre ocorre a
glicolisacdo na posicao C-3. Glucose,
arabinose, galactose e ramnose sao os
agucares mais comuns ligados as anto-
cianinas. Di e trissacarideos, formados
pela combinacdo destes quatro mo-
nossacarideos, podem também glicosi-
lar algumas antocianidinas (Timber-
lake & Bridle, 1975). Em muitos casos,
os acucares sao acilados pelos acidos
p-cumarico, cefeico, ferilico e sinapi-
co (Mazza & Brouillard, 1987).

Os grupos metoxila e hidroxila,
além da presenca do agucar e do dcido,



Figura 2 — Estruturas de
Antocianinas de
Ocorréncia Natural.
(Adaptado de
Timberlake, 1980 e
Mazza & Broiullard,

1987)

Sal de Flavilium Substituicao (R)

3 5 6 7 3’ 5
Pelargonidina (Pg)OH OH H OH H H
Cianidina (Cy) OH OH H OH OH H
Peonidina (Pn) OH OH H OH OMe H
Delfinidina(Dp) OH OH H OH OH OH
Petunidina (Pt) OH OH H OH OMe OH
Malvidina (Mv) OH OH H OH OMe OMe

tém um efeito importante na cor e na
estabilidade das antocianinas. A mes-
ma antocianina poderi ter diferentes
cores, dependendo de pH, da concen-
tracdo da soluciao e da presenca de
copigmentos, entre outros fatores. Com
o aumento do namero de hidroxilas, a
coloracio das antocianinas muda de
rosa para azul. A presenca de grupo
metoxila no lugar de hidroxila, reverte
a tendéncia anterior (Mazza & Broui-
llard, 1987).

A estabilidade da estrutura, deter-
minante na coloracdo das antociani-
nas, € influenciada pela presenca de
grupos acila ligados na posicio C-3 dos
acdcares. Antocianinas com dois ou
mais grupos acila exibem excelente
estabilidade numa ampla faixa de pH.

Brouillard (1982) sugeriu a possibi-
lidade de uma interacio hidrofébica
entre o anel de pirilium e os radicais
aromaticos dos grupos acila, o que
protegeria o anel do ataque nucleofili-
co da dgua, aumentando a estabilidade
destas antocianinas (Figura 3).

A formacio de pontes de hidrogeé-
nio, a insaturacao adicional na
posiciao C-2 e C-3 da estrutura do
complexo formado, a forca ele-
trostitica e o efeito estérico po-
dem estar relacionados com os
mecanismos de associacio que
induzem a uma maior estabilida-
de, as antocianinas aciladas (She-
ffeldt & Hrazdina, 1978; Willians
& Hrazdina, 1979).

Solug¢des de antocianinas apre-
sentam uma coloracio vermelha
mais intensa quando em pH abai-
xo de 3,0. Quando o pH é aumentado

para a faixa de 4,0 a 5,0, a colora¢ao
vermelha tende a desaparecer. Au-
mentos adicionais de pH levam as
antocianinas a apresentarem uma co-
loracio azulada e estas, apos estoca-
gem ou aquecimento, tornam-se ama-
reladas.

Em uma solucio aquosa acida, po-
dem existir quatro formas estruturais
de antocianinas em equilibrio entre si:
a base quinoidal A, o cation flavilium
AHT, a pseudobase ou carbinol B e a

Figura 3. Modelo de
empilhamento entre dois
residuos de 4cido cafeico com
o nucleo pirilium

Figura 4. Transformacoes
estruturais de antocianinas

chalcona C (Figura 4).

Em condic¢des acidas, ha um equi-
librio entre as antocianinas na forma
@"’ e B, com a existéncia de uma
espécie transiente, a anidrobase A, que
€ uma estrutura obtida pela desproto-
nacio de cition flavilium. Solucoes
contendo pigmentos com pH acima de
7,0, gradualmente mudam a coloracao
de tonalidade azul para amarela, como
um resultado indireto da formacio de
chalcona C, via fissao do anel da ani-
drobase A (Hrazdina, 1974).

Copigmentacio

Se considerarmos a coloracao das
antocianinas apenas em funciao de pH,
somos levados a crer que as plantas, ou
parte delas, nio deveriam ser colori-
das, uma vez que, na maioria dos
casos, o pH natural dos vegetais se
encontra na faixa ligeiramente 4cida
para neutra. Nesta regido de pH, a
maioria das antocianinas se encontra
na forma nao colorida. Entretanto, o
que se observa é que as antocianinas se
encontram sempre associadas as par-
tes coloridas das plantas, indicando
que estas antocianinas devem estar
estabilizadas por fatores fisico-quimi-
cos incomuns. A presenca de compos-
tos chamados copigmentos pode ser
um destes fatores. Os flavondides nio
antocianicos, alcaldides, aminoacidos
e nucleosideos, entre outros, podem
atuar como copigmentos (Tabela 1) ea
propria antocianina pode agir copig-
mentando outra antocianina.

Segundo Goto & Kondo (1991),
podem existir trés mecanismos basicos
de estabilizacdo de antocianinas, ou
seja, copigmentacio intramolecular, co-
pigmentacio intermolecular e auto as-
sociacdo, com o envolvimento de mo-
léculas de antocianidinas, de flavonoi-
des ou dcidos aromaticos e de acicares
(Figura 5).

Quando a concentraciao de an-
tocianinas é relativamente alta, as
antocianinas podem atuar como co-
pigmentos de si mesmo. As solu-
¢oes de antocianinas muito diluidas
apresentam uma intensificacdo no
aumento da coloracio, quando co-
pigmentadas com rutina, mas este
aumento na absorbancia é paulati-
namente reduzido 2 medida que se
aumenta a concentra¢ao da antoci-
anina. Segundo Scheffeldt & Hra-
zdina (1978), esta menor disponibili-
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Tabela 1:

Copigmentac¢io de cianidina 3,5 - diglicosideo (2x10°M) a pH 3,32

COPIGMENTO
(6 x 10°M)

Sem copigmento

Acidos cinimicos

Acido cafeico

Acido ferilico

Acido clorogénico
Dihidrochalcona

(+) — Catequina

Flavona
Apigenina-7-glucosideo
Flavononas

Hesperidina

Naringina

Flavonols

Kaenferol 3-glucosideo
Quercitina 3-ramnosideo (quercitrina)
Quercitina 3-rutinosideo (rutina)
Fonte: Osawa, 1982

Figura 5. Esquema
representativo de trés tipos
de copigmentacio

Quadro 2 — Valores de k(h™) x10°
2 et (h) x102 para as solucoes
de antocianinas (ACY) e
antocianinas adicionadas de Acido
Tanico (AT) em ph 2.0, 3.0 e 4.0,
sob efeito de luz

PH AT + ACY ACY
2,0 k 0,0931 0,4945
t14 7,44 1,40
30 Kk 0,3322  0,6632
t15 2,09 1,04
40 Kk 0,7673  1,1307
t14 0,90 0,61
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Amax Axmax A/mnm % de
(nm) (nm) aAmax incremento de
A no Amax
508 - 0,500 -
515 7 0,780 56
517 9 0,800 60
513 5 0,875 75
514 6 0,890 78
517 9 0,840 68
512 13 1,095 119
518 10 0,985 97
530 22 1,693 239
527 19 1,599 217
528 20 1,643 228

dade de antocianina
para a copigmenta-
¢do com a rutina,
pode ser atribuida 2
estabilizacio do cati-
on flavilium por meio
da auto-associacio
das antocianinas
quando presentes em
concentracdes mais
elevadas.

A copigmenta-
caointramolecular
é possivelmente res-
ponsavel pela extraordinaria estabili-
dade dos croméforos de antocianinas
poliaciladas (Brouillard, 1981), como
ocorre com a zebrina (Figura 6), extra-
ida da Zebrina pendula (Goto & Kon-
do, 1991), cuja coloracao é exclusiva-
mente produzida pelo pigmento em si,
sem nenhuma interferéncia de outros
agentes como ions metdlicos e copig-

mentos. Os residuos aromaticos de gru-
pos acila se alinham com o anel pirilium
do cation falvilium dificultando a adi¢io
da dgua em C-2 e C-4 do anel (Broillard,
1981). Com dificuldade para a hidrata-
¢do da molécula e o aparente impedi-
mento das reacoes de transferéncia de
protons pelo processo de “empilhamen-
to” das moléculas, a estabilidade dos
cromoforos aumenta sensivelmente. Pro-
vavelmente as forcas que atuam no
processo de “empilhamento” sejam for-
cas hidrofébicas.

A copigmentacio intramolecular
somente ocorre quando o pigmento € o
copigmento siao partes de uma tnica
molécula, ou seja, quando o croméforo
da antocianina e um residuo de acido
cindmico (copigmento) estao covalen-
temente ligados a0 mesmo residuo de
actcar (Figura 4).

A copigmentacio intramolecular
é mais eficiente na estabilizacio das
antocianinas que a copigmenta¢do in-
termolecular, pois, sob o ponto de vista
termodinimico, o efeito intramolecular
tem vantagem entropica sobre o efeito
intermolecular, uma vez que nio é ne-
cessario as moléculas, separadas inicial-
mente em solugdo, se unirem (Broui-
llard, 1983).

A estabilidade da cor de moléculas
aciladas é causada por um fendmeno de
copigmentacdo intramolecular, no qual
os residuos aromiticos dobram-se e
interagem com o sistema Ttdo nicleo
pirilium, protegendo as formas colori-
das contra o ataque nucleofilico da dgua
(Figueiredo et al., 1995).

A copigmentacio intermolecular
(Figura 7), além do aumento da absor-
¢i0 na regido do visivel, também pode
causar um deslocamento batocrémico
no comprimento de onda de maxima
absorc¢ao (Timberlake, 1980).

A complexacao é provavelmente do-
minada por forcas de Van der Waals e

efeitos hidrofébicos em

antocianinas em pH 2,0; 3,0 e 4,0

Quadro 3 — Valores de kh'D) +102 ¢
t 1% + 10%(h) para as fracdes purificadas de

PH Fracao F1 Fracao F2 Fracao F3
2,0 k 0,0969 0,5040
tl2 7,15 1,37
3,0 k 0,4777 1,2085
[ R% 1,45 0,57
4,0 k 0,7727 1,805
tl2 0,90 0,38

meio aquoso, resultados
do empilhamento T - T
entre a molécula de anto-
cianina e copigmento
(Liao et al., 1992).
Areacio de copigmen-
tacdo € provavelmente o

1,6202 principal mecanismo de
043 interacio molecular en-
30737 volvido em variacdes da
’O 23 cor e da adstringéncia du-
5 7,88 6 rante a producio e enve-
b 25 lhecimento dos vinhos

(Mazza, 1995).



A formacio do complexo é
dependente da concentracio do
copigmento e da concentracio
da antocianina e, segundo Asen
et al. (1972), 2 medida que se
aumenta a relacdo copigmento/
antocianina, aumenta a absor-
biancia da amostra e aumenta o
deslocamento batocrémico no A
max. Além do deslocamento ba-
tocromico, a copigmentacao re-
sulta em um sensivel aumento na
estabilidade das antocianinas. A
Figura 8 mostra o esquema de
uma copigmentacao de flavocomelina e
malvina a pH 6,0.

O Quadro 2 mostra o efeito do acido
tanico, copigmentando as antocianinas
em diferentes pHs. Observa-se
valores de t %2, em torno de 5
vezes maior para as antocianinas
copigmentadas a pH 2.0 e que
esta relacio decresce a2 medida
que se eleva o pH de 2.0 para 4.0.
Este fato comprova a importan-
cia do pH na formacio e na
estabilidade do complexo anto-
cidnico-copigmento.

Pelo Quadro 3 observa-se o
comportamento de diferentes fra-
¢oes de antocianinas extraidas
de inflorescéncia de capim gor-
dura (Mellinis minutiflora) em
funcao da presenca de copig-
mentos naturais (flavonsides). A medida
que se purificam as fracdes de antociani-
nas, se reduz a presenca de flavonéides
naturais do extrato e, consequentemen-
te, se eleva a suscetibilidade das antoci-
aninas aos efeitos de luz, indicando que
a decomposicio € maior quanto
maior o grau de purificacio dos
pigmentos, o que pode ser ob-
servado pelo valor de t Y2 a pH
2.0 de 7,15, 1,37 e 0,43, para as
fracdes F1, F2 e F3, respectiva-
mente.
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