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Resumo

Os corantes naturais foram amplamente utilizados de forma artesanal até antes do surgimento dos corantes sintéticos. O estudo e uso dos
corantes naturais voltaram a ter importancia nestes ltimos anos devido aos questionamentos dos organismos internacionais da saude e dos
consumidores pelo uso indiscriminado dos corantes sintéticos, ligados ao desenvolvimento de doengas degenerativas e ao impacto ambiental.
O corante extraido do milho roxo (Zea mays L.) tem sido utilizado ao longo da histéria pela civilizagdo Inca na preparagdo de alimentos e
no tingimento de fibras téxteis. Neste trabalho, os pigmentos do grupo das antocianinas foram extraidos das variedades de milho roxo e do
milho vermelho (Z. mays L.) e depois foram caracterizados. Trés métodos de extragdo foram utilizados: imersao, lixiviagdo com algumas
modificagdes e extracdo supercritica (ESC). O melhor método para extracdo foi o da lixiviagdo que alcangou 88% (m/m) de rendimento,
em fung¢do da massa do corante extraido e da matéria-prima. Também utilizando a lixiviagdo modificada, foi possivel concentrar em 3% os
compostos acilados, assim como recuperar 85% dos solventes utilizados. Um indicador de pH foi obtido pela fixagao das antocianinas num
papel de filtro, com base na estabilidade das antocianinas, ferramenta que pode ser utilizada em laboratérios de ensino de quimica.
Palavras-chave: antocianina; corante natural; milhos roxo e vermelho; métodos de extragio; pH.

Abstract

Natural colorants were craftly made and widely used before the discovery of the synthetic colorants. The study and the use of natural
colorants have become important again in the last few years due to questions raised by the international health organizations and consumers
related to the indiscriminate use of synthetic colorants which were linked to the development of degenerative illnesses and environmental
impact. The colorant extracted from purple corn (Zea Mays L.) was used by the Inca civilization to prepare food and to dye textile fibers.
In this work, pigments from the anthocyanin group were extracted from purple corn and red corn (Zea Mays L.) varieties and were later
characterized. Three extraction methods were used: immersion, lixiviation with some changes, and supercritical extraction (ESC). The best
method of extraction was lixiviation, which reached 88% (m/m) of performance as a function of the mass of colorant extracted and of the
raw materials. Also using the modified lixiviation it was possible to concentrate the acylate compounds in 3% as well as to recover 85% of
solvent used. A pH indicator was obtained by fixing the anthocyanins on a filter paper based on anthocyanins stabilization. This technique
can be utilized in laboratory chemistry lessons.

Keywords: anthocyanins; natural colorant; purple and red corn; methods of extraction; pH.

1 Introdugéo

O interesse em pesquisas por corantes naturais aumentou
consideravelmente nas ltimas décadas devido as severas criti-
cas dos consumidores, as restrigdes impostas pela Organizacio
Mundial da Saide (OMS) e outras institui¢oes aos corantes
sintéticos. Alguns pesquisadores descrevem os diversos tipos
de impactos ambientais ocasionados pela sintese e uso indis-
criminado de alguns destes corantes, tais como: a polui¢ido
causada pelo descarte dos efluentes da industria téxtil (SMITH,
1994), a contaminagdo dos peixes (KIRSCHBAUM et al,,
2006), além dos corantes elevarem o risco das pessoas desen-
volverem doengas degenerativas, como alguns tipos de cancer
(BLUHM et al., 2006; WANG et al., 1997; HARTGE et al., 1982;
GAGO-DOMINGUEZ et al., 2001).

As antocianinas sdo pigmentos pertencentes ao grupo dos
compostos polifendis, flavonoides, que ¢ o grupo mais impor-
tante de compostos hidrossoltiveis, responsaveis pelas cores que

vao desde as tonalidades claras, rosa, vermelho, até tonalidades
escuras, roxa, azul e preta. Estes compostos se encontram em ve-
getais (flores, frutos, sementes, folhas, etc.) e em animais (peixes,
insetos, etc.). Segundo Harbone (1967), todas as antocianinas
derivam do cétion flavilio, que é ligado aos grupos fixados
sobre os anéis aromaticos (hidroxilas, entre outros), o qual é
chamado de antocianina ou glicona. De acordo com Markakis
(1982) e Strack e Wray (1989), o primeiro agticar esta sempre
na posi¢do 3, os outros podem ocupar diferentes posicdes ou
ligar-se ao primeiro. Existem quantidades considerdveis de
antocianinas, as quais podem ser utilizadas para os diversos
fins. As descobertas das antocianinas com presenca de dcidos
acilados na molécula que as tornam mais estaveis aos efeitos
da temperatura e do pH, do que as antocianinas nao aciladas,
levaram a intensificacdo da procura por fontes naturais conten-
do estes compostos, para seu uso em alimentos (GIUSTI et al.,
1998; RODRIGUEZ-SAONA et al., 1998).
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Recentes pesquisas mostraram as inimeras vantajens
destes pigmentos para a satide humana, principalmente
como agente antioxidante que age na inibigdo dos radicais
livres (TSUDA et al., 1994; WANG et al., 1999; NAM et al,,
2006; PHILPOTT et al., 2006); prevenindo doengas degenera-
tivas como o cancer (KAMEI et al., 1995; HYUN et al., 2004;
ZHAO et al., 2004); melhorando a adaptagio a visdo noturna
e prevenindo a fadiga visual (JAYAPRAKASAM et al,, 2005);
como anti-inflamatério (WANG et al., 1999); também foram
aplicados nestes tltimos anos no tratamento contra a obesidade
e hiperglicemia (TSUDA et al., 2003); além de serem usados
como corantes de alimentos e de tecidos (TAKEOKA et al.,
1997; GIUSTT et al., 1998; GAMARRA et al., 2006).

Em gréos, as altas concentragdes de pigmentos de an-
tocianinas encontram-se no pericarpo (TSUDA et al., 1994;
ABDEL-AAL etal., 2006). A produ¢do mundial de antocianinas
derivadas de graos esta estimada em 10000 toneladas, e o con-
sumo médio por pessoa, em 215 mg durante o verdo e 180 mg
durante o inverno. Isto mostra a importincia das antocianinas
na dieta humana e a necessidade de pesquisar, melhorar as me-
todologias de extracdo (quantificagdo e identificagdo), obter a
composi¢do e compreender a funcionalidade das fontes naturais
(ABDEL-AAL et al., 2006).

As antocianinas do milho roxo (Zea mays L.) foram usadas
ao longo da Histdria pela civilizacdo Inca na preparagio de bebi-
das e no tingimento de fibras téxteis. Esta civilizacdo também foi
a primeira a utilizar estes pigmentos, segundo Brack-egg (1999).
Eles obtinham os pigmentos de forma artesanal, utilizando
processos mecénicos através de atrito e raspagem da semente.
Alguns estudos mostraram o uso das antocianinas extraidas do
milho roxo em combate contra o cincer de colo do utero. Este
sucesso ¢ atribuido apenas as antocianinas presentes no milho
roxo (HAGIWARA et al., 2001). Outros estudos mostraram
também uma quantidade significativa de fenéis presentes nas
antocianinas extraidas do milho roxo, incluindo 4cidos e flavo-
noides, que podem ser utilizados pela industria farmacéutica
(PEDRESCHI et al., 2007).

Embora existam algumas pesquisas indicando significati-
vos avancos e beneficios das antocianinas extraidas do milho
roxo, até o presente momento nao se conhecem estudos sobre
novas metodologias de extragdo destes pigmentos livres das
substancias quimicas tdxicas. Como se sabe, de acordo com as
tendéncias atuais, os consumidores exigem cada vez mais que
os produtos sejam de melhor qualidade e mais saudaveis. O
processo de extracdo é uma etapa critica, pois deve preservar as
caracteristicas naturais do produto de origem, evitando o uso de
produtos quimicos em grandes quantidades que possam deixar
residuos indesejaveis no produto final. Portanto, ha necessidade
de se explorar esta area, assim como melhorar as metodologias
de extragdo, melhorar os rendimentos de tal forma que estas
tecnologias possam ser competitivas.

O corante em questdo é um produto nobre, com alto valor
agregado, apresenta grande potencial de uso nas dreas tecnologicas
e comerciais, além da escassez de informagdes sobre o emprego de
métodos de extragdes. Neste trabalho, foram realizadas extracoes
e quantificagdes dos rendimentos das extracdes dos corantes
dos milhos roxo e vermelho provenientes do Peru utilizando os
métodos da imersdo, lixiviagdo com algumas modificiacagoes e
a Extracdo Supercritica (ESC). Também foram identificadas e
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quantificadas as principais antocianindinas presentes no milho
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e espec-
trofotometria UV-vis, assim como se obteve um indicador de pH
através da fixagdo das antocianinas em papel de filtro, a partir da
estabilidade das antocianinas em solu¢des tampdes.

2 Material e métodos

2.1 Material

Foram utilizadas duas variedades nativas de milho (Zea
mays L.) peruano: o roxo e o vermelho, adquiridas nas fazendas
a 150 km ao sul de Lima, Peru, plantadas durante o ciclo agosto/
outubro. Em um solo de pH 6, condutividade elétrica de 2 dS/m
e um volume de agua de 8000 m?*/ha. As sementes foram sele-
cionadas, divididas em 4 lotes (Lote 01A, Lote 01B, Lote 01C e
Lote 01D) de acordo com as caracteristicas fisicas (cor e den-
sidade) para uma melhor caracterizagdo. Todos os lotes foram
embalados a vacuo em sacos de polipropileno e armazenados
em congelador em temperatura em torno de =10 °C + 2, até o
inicio dos ensaios. Os solventes selecionados para o trabalho
foram fornecidos pela Merck (Darmstadt, Alemanha) e o CO,
pela empresa White Martins (Sdo Paulo, Brasil). A vidraria
utilizada foi de cor ambar para proteger o corante da luz difusa
e evitar sua degradacéo.

Caracterizagdo das sementes

Foram selecionadas trés fragdes de cada amostra das semen-
tes de cada lote para a caracterizagdo. O conteddo da umidade
foi calculado apos as sementes terem secado em estufa a 95 °C
durante 24 horas. O didmetro médio foi calculado apds terem
sido selecionadas 20 sementes aleatoriamente de cada lote,
medidos a largura, a espessura e o comprimento e calculada
a média geométrica das trés medidas. O indice de acidez foi
obtido medindo-se diretamente o pH da solu¢éo. J4 o contetido
de carboidratos, o teor de fibras e o contetido de minerais foram
determinados pela metodologia descrita pela (AOAC, 1995).

Extragdo e purificagdo das antocianinas

As sementes foram separadas manualmente da espiga.
Em seguida, foram submetidas ao processo de desidratacao
utilizando-se um secador do tipo ciclone (Udy, Fort Collins,
CO) com algumas adaptagdes, até que atingissem o teor de
umidade desejada de 11 + 1%, mantendo-se o processo a 60 °C
durante 150 minutos, com um fluxo de ar de 0,4 m/s, para evitar
a degradagdo do pigmento. Entdo, separou-se manualmente
o pericarpo (lugar de maior concentragdo dos pigmentos) do
tegumento da semente. Depois, moeram-se 20 g de pericarpos
até se obterem particulas de 0,4 mm de tamanho, entretanto,
apenas 5 g foram utilizados nos processos de extragao.

Extragdo n° 1: a imersdo foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Abdel-aal et al. (2006). Esta meto-
dologia foi modificada de acordo com as condigdes existentes
nos laboratorios utilizados. Sendo que, foi aumentado o tempo
de extragdo para 60 horas, diminuida a rotagdo para 1500 rpm
a cada 4 horas, para que as moléculas a serem extraidas es-
tabilizassem. Durante este processo, o potencial aparente da
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mistura foi ajustado até o pH 1 e reajustado quando necessario
(geralmente ap6s 30 minutos). Os residuos foram removidos
utilizando-se o mesmo solvente da extracdo, até a completa
remocio dos pigmentos.

Extragdo n° 2: teve como base a lixiviagdo (soxhlet), como
se observa na Figura 1. O sistema manteve-se a temperatura
de 55 °C e a 1 bar de pressdo durante 90 minutos, para evitar
a degradacdo dos pigmentos. Foi adaptada uma saida na parte
superior da coluna com o intuito de capturar as moléculas
voléteis (solvente e soluto). Esta saida foi acondicionada a um
sistema de vacuo, passando, em seguida, por um resfriamento
flash (1 °C) em solugdo de etilenglicol-sal, com a finalidade
de preservar os pigmentos. Posteriormente, esta alimetagao
foi recirculada ao sistema. A entrada desta recirculagio foi de
forma tangencial formando um angulo de 45° para promover
uma agitacao, elevar a concentragéo e evitar gasto de energia
com sistemas de agitagdo. O pH foi reajustado com soluciao
tampao, quando necessario.

No fluxo de saida dos pigmentos extraidos, localizado na
parte central da coluna, encontrava-se uma membrana de ultra-
filtragdo, para aumentar a concentra¢io do pigmento e recuperar
os solventes utilizados. Esta membrana, do tipo poroso e de
forma cilindro-capilar, era de polissulfona, com uma relagdo
area/volume de 900 m?*/m’. Esta membrana foi selecionada
considerando-se as propriedades fisicas dos pigmentos e dos
solventes, tais como o didmetro das particulas, as concentracdes,
a temperatura de ebulicdo, dentre outras. Também foi conside-
rado o didmetro médio dos poros da membrana, sabendo-se
que as particulas tém aproximadamente 0,52 nm e os poros da
membrana tém 0,5 nm. Utilizou-se uma velocidade de alimen-
tagdo de 1.2 m.s™' (9430 Reynolds).

Nos processos n° 1 e 2, utilizaram-se agua deionizada, etanol,
metanol, éter de petrdleo, ciclo hexano e isopropanol como sol-
ventes, todos de grau analitico, adquiridos da (Merck-Clevenot
Corp. Alemanha).
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Figura 1. Sistema de extragdo por lixiviagao.
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onde: i) entrada da agua (18 °C); ii) banho de aquecimento;
iii) controlador e indicador de temperatura; iv) saida da agua
aquecida (entrada da camisa do lixiviador); v) entrada de soluto
(corante em po); vi) coluna de lixiviagao; vii) entrada do solvente;
viii) bomba; ix) indicador de pH; x) saida dos pigmentos extraidos;
xi) captura da mistura (solvente + soluto); xii) sistema de vécuo;
xiii) indicador de pressdo; xiv) banho de refrigeracao; xv) sistema
de membranas; xvi) recep¢do do extrato; e xvii) recuperagdo do
solvente.

Ja, a extragao n° 3: foi realizada utilizando-se a Extragdo Su-
percritica (ESC) (Figura 2). Este método consiste em explorar as
propriedades criticas do CO, (comportamento de fluido) como
solvente e promover o seu contato com o soluto, utilizando-se
uma forma estdtica de extra¢do. Esta extracio foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Silva et al., (2006). A
extracdo foi realizada a temperaturas de 40 e 45 °C e pressoes de
250 e 300 bar, durante 4 horas, depois de ter atingido o equilibrio
termodinidmico. Uma vez concluidas as extracoes em todos os
processos, duas fragdes de cada extrato foram retiradas e levadas a
estufa a 60 °C, até a evaporacdo dos solventes (aproximadamente
3 horas). Em seguida, estas fragdes foram colocadas no evapora-
dor rotativo (40 * 2 °C) durante 15 minutos, para a remog¢ao dos
solventes utilizados. Entdo, uma fracao obtida a cada temperatura
foi esfriada em um dessecador por 12 horas, as quais foram usadas
para a quantificacdo dos rendimentos, enquanto as outras fragoes
foram centrifugadas (20 minutos a 5 °C) e depois armazenadas a
-5 °C por 48 horas, para que as moléculas de pesos moleculares
maiores precipitassem e, assim, usa-las na purificagdo das molé-
culas alvo. A purificagdo foi realizada de acordo com o descrito
por Abdel-Aal et al. (2006), através de uma nova centrifugagio
dos extratos brutos estocados, nas mesmas condi¢des descritas
acima. Finalmente, ap6s as antocianinas serem centrifugadas,
foram secas numa estufa com temperatura controlada sob at-
mosfera de nitrogénio (70 °C durante 60 minutos). Os pigmentos
em po foram acondicionados em frascos de vidros cor ambar,
mantidos em um sistema de fluxo de nitrogénio, antes de serem
fechados e, em seguida, armazenados sob refrigeracao (4 °C), até
o momento das analises.

xi iii

ii

Figura 2. Sistema de extragdo supercritica de forma estatica.
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onde: i) cilindro de CO,; ii) banho de refrigeragdo; iii) bomba
de altas pressdes; iv) tanque pulmao de CO,; v e vi) indicador
de pressao; vii) célula de equilibrio (contato solute solvente);
viii) coletor; ix) recepgdo do extrato; x) bomba peristaltica; e
xi) indicador de pressao.

Quantificagdo, separagdo e identificagdo das antocianinas.

O Contetudo Total de Antocianinas (CTA) presente nos
extratos do milho foi determinado por espectrofotometria, baseado
numa adapta¢do ao método descrito por Abdel-Aal et al. (1999)
e pela lei de Beer-Lambert. Foram colocados 3 g de amostra
num béquer de 50 mL, adicionados 24 mL de etanol acidifi-
cado (etanol e HCI 1.0 M, 85:15, v/v) e centrifugados. Esta
solugdo foi agitada a cada 15 minutos e o pH, ajustado até I,
com uma solu¢do de HCI 4M. De acordo com a necessidade,
foi armazenada por 24 horas. A solugdo foi centrifugada em
27200 x g por 15 minutos. O sobrenadante bruto extraido foi
colocado no béquer de 50 mL e o volume foi completado com
etanol acidificado. A absorbancia foi medida no espectrofo-
tometro UV/VIS (Milton Roy Spectronic 21 DUV UV/VIS,
MA) a 535 nm.

Uma curva de calibragio foi obtida e o CTA (em microgra-
ma por g), como mg cianidina 3-glucosida equivalente/100 g
do peso seco, foi calculado utilizando-se o coeficiente absor¢ao
molar (€) de 25965 M~ cm™, de acordo as Equagdes 1 e 2:

CTA =(A/g)(vol/1000 PM(1/PA)10° (1)

onde: PM ¢ a massa molecular da cianidina 3-glucosida,
449 g.mol™', PA é peso da amostra (neste caso 3 g) e 0o CTA é ex-
presso em (mg/kg). Substituindo-se estes valores na Equagio 1,
chega-se a Equagéo 2, simplificada baseada nos principios da
Lei de Beer-Lambert:

CTA = A x 288,21 mg/ke )
onde: A ¢é a absorbancia, de acordo com Abdel-Aal et al. (1999).

Também o conteudo total de antocianinas foi expresso em
porcentagem de massa das sementes. J4 os extratos parcialmente
purificados foram utilizados na identificacdo das antociani-
nas utilizando-se a técnica da Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), cromatografo modelo HP1100 (Agilent
Technologies, Alemanha) de rapida resolu¢ao, formado por um
injetor manual, uma bomba quaterndria e um detector UV-vis,
e com a temperatura controlada por uma coluna termostatica.
O controle do equipamento, assim como suas informagdes,
foram obtidas da HP ChemStation (G2180AA). Foi utilizada
uma coluna analitica LC-18-DB (Supelco, Inc., Bellefonte, PA)
ODS/B (250 x 4.6 mm) Keystone Scientific Inc., Bellefonte, PA)
com tamanho de particula de 5 um. Foram selecionadas trés
temperaturas, 25, 35 e 50 °C para realizar uma melhor separagdo
e identificagdo das antocianinas. O solvente A contendo 10% de
solu¢do aquosa de acido férmico, e o solvente B contendo 4cido,
agua e metanol (10:40:50 v/v) foram utilizados.

A separagdo foi realizada utilizando-se um gradiente linear
de 30-90% do solvente B por 50 minutos, com uma velocida-
de de fluxo de 1,2 mL/minuto, com detecgdo a 525 nm. Foi
injetado um volume de 50/mL da amostra. Esta metodologia
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foi realizada de acordo com aquela descrita por Fossen et al.
(2001), com algumas modificagdes sobre o tempo percorrido e
avariagdo do gradiente linear. A quantificagio e a identificacao
foram realizadas a partir da comparagdo dos tempos de retengdo
UV-vis espectro e cromatogramas com os padrdes comerciais
da cianidina 3-glucosida, peonidina, pelargonidina e acido
malonico Extrasynthese (Genay, Franga). Estes padroes foram
analisados utilizando-se a mesma técnica que foi empregada
para as amostras dos extratos.

Obtengdo do papel indicador de pH e estabilidade
das antocianinas

Foram acompanhados os perfis de estabilidade das anto-
cianinas presentes na variedade de milho roxo e vermelho, em
solu¢do com pH 1-13, medida via espectrofotometria e colori-
metria. Uma pesquisa semelhante foi realizada por Cabrita et al.
(2000), na qual se utilizou a cianidina 3-glucosida. Baseada
nestes estudos, surgiu a idéia de se obter papel indicador de
pH. Utilizando-se a imersdo a quente (55 °C por 45 minutos)
foram colocadas em solugdo 3 g de p6 do pericarpo de milho
em metanol acidificado, utilizado-se como solvente de extragdo
arazdo de 1/3 (v/v). Terminada a extragdo, a solu¢io foi filtrada
até a concentragdo de um volume em 20 mL. Apds preparar o
extrato, imergiram-se as tiras de papel de filtro N° 4 no con-
centrado por 5 horas, sendo, posteriormente, secadas na estufa
durante 8 horas a 45 °C. Terminada a secagem, as tiras foram
colocadas em contato com as solu¢des tampdes com pH 1-13
para se observar a mudanga de cor e medir a absorbancia.
A mudanga de cor foi medida pelo colorimetro Hunter Lab
colorimeter (Color Quest 45/0, HunterLab, Reston, VA), ap6s
ser calibrado com as cores branca e preta padrdo. L* mede a
luminosidade da cor, com variacdes desde 0 = preto até o 100 =
branco; a* pode ter valores positivos (vermelho) ou negativos
(verde) e b* pode ter valores positivos (amarelo) ou negativos
(azul). A cor pode ser expressa em termos de L, a e b. O angulo
formado pelas 3 posigdes (L, a e b) foi calculado utilizando-se a
expressdo arctan (b/a). A diferenca de cor total (AE) foi calcu-
lada utilizando-se a seguinte Equagdo (3):

[(@)+(b)"]"” (©)
onde: A é a diferenca entre o padrdo e a amostra observada.

Ja a leitura dos comprimentos de onda foi medida pelo
espectrofotometro UV/VIS (Milton Roy Spectronic 21 DUV
UV/VIS, MA) com intervalo de medi¢do de 250 nm até 700 nm.

Todos os ensaios experimentais foram realizados em tri-
plicata e multiplas comparagdes. Também foi utilizado o teste
de Duncan com multiplos intervalos, em software SAS (SAS
Institute Inc, Cary, NC), tendo como critério estatistico p < 0,05,
aplicado para calcular as diferencas significativas e sujeito a
andlises de varianga. Os dados estdo expressos em média (M) + e
desvio padrdo (DP).

3 Resultados e discussio

A Tabela 1 mostra os valores médios encontrados durante
a caracteriza¢do dos milhos roxo e vermelho, distribuidos entre
4 lotes de amostras de sementes. Nao houve diferengas signi-
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ficativas nos valores encontrados para as amostras de milho
vermelho e de milho roxo, mostrando que as duas variedades
provavelmente derivam de um mesmo padrdo que deu origem
a estas variedades de hibridos.

Na Tabela 2, encontram-se os valores dos rendimentos
médios das extracoes das sementes do milho roxo, utilizando-
se os diferentes métodos de extragdo. Os valores de CTA foram
determinados usando-se espectrofotdmeto (faixa de 535 nm),
expressos em termos de porcentagens em peso do corante (prin-
cipal pigmento presente na semente) com relagdo a massa total
das sementes. Convém lembrar que foi utilizado o pericarpo das
sementes desidratadas e trituradas, atingindo-se uma umidade
de 11 £ 1%, anterior ao inicio das extragdes. Observa-se que a
lixiviagao foi 0 método mais eficiente em termos de rendimento
das extragdes dos corantes, obtendo-se 75 + 2,3 ¢ 88 + 1,1% de
cianidina, quando foi utilizado o metanol como solvente. A
eficiéncia da lixiviagao foi possivel devido & otimiza¢édo e mo-
dificagdo significativa do processo, conseguindo-se aumentar a
concentrag¢do de antocianinas e recuperar os solventes utilizados
(aprox. 85%).

Também se observa que os solventes organicos mostraram
melhor capacidade de extragdo, o que se deve a afinidade das

Tabela 1. Caracteriza¢do das sementes dos milhos roxo e vermelho.

Caracteristicas Lote Lote Lote Lote Meédia+ DP
01A 02B 03C 04D

Umidade (% base seca) 14,31 15,33 14,42 14,29 14,34 +0,11
Didmetro (cm) 9,70 10,20 11,50 11,30 10,68 +0,01
pH 570 5,400 6,00 6,20 5,83+0,13
Carboidratos (% peso) 52,40 50,30 53,60 50,80 51,78 +0,18
Teor de fibras (% peso) 2,80 320 3,10 290 3,00+0,09
Minerais (% peso) 0,97 099 094 1,10 1,00+0,25

Tabela 2. Porcentagem relativa dos rendimentos médios das extragdes
utilizando os diferentes métodos de extragao.

Método extragdo Solvente de extragdo Rendimento'  Pigmento!
Valor £ DP?
Imersio Agua deionizada 60 + 0,5° 80 +1,3
Etanol 65+ 1,1 83+2
Ciclo-hexano 48 +£1,2 72+ 0,9
Isopropanol 55+ 0,96 76 +1,2
Eter de petréleo 42 +2,5 69 +1,8
Metanol 75+2,3 88+3
Lixiviagdo Agua deionizada 72 +2,2° 84 +1,1
Etanol 75+3 88+2,8
Ciclo-hexano 54 + 1,7 76 + 2.3
Isopropanol 63+14 792
Eter de petrdleo 472 73+27
Metanol 88 + 1,1 93+1
ESC CO 7+1,9 41+3,1

2

'Resultados expressos em valores médios + desvio padrao; “letras iguais indicam nao
haver diferenga significativa ao nivel de 5%; e *média + DP = desvio padréo.
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ligacdes polares com as antocianinas; exceto o éter de petrdleo
que mostrou menor capacidade de extragdo, por ser um sol-
vente extremamente voldtil e de dificil controle. O metanol foi
o solvente com melhor eficiéncia de extra¢do das antocianinas.
J& o CO, supercritico mostrou ser o solvente menos eficiente,
atingindo apenas 7 + 1,9% de rendimento da extragao. Os ren-
dimentos obtidos, utilizando-se a imersao e a lixivia¢do, foram
em alguns casos similares e em outros casos superiores, ao se
comparar a extracao das antocianinas do milho roxo com as do
milho vermelho, assim como superiores aos encontrados por
Fossen et al. (2001) e por Heinonen et al. (1998).

A Figura 3a mostra que o nivel de extragdo aumenta com a
elevagdo do pH 1 para o pH 5 e reduz ao passar para pH acima
de pH 6. Também se observou que a partir do pH 6 o comporta-
mento do pH na extragio é constante. Na Figura 3b, observa-se
que a absorbéncia sofre um aumento entre 10 e 15% quando as
temperaturas sdo elevadas de 35 a 60 °C. Este comportamento
de elevacdo da concentra¢do das antocianinas também foi
notado quando se trabalhou na faixa de temperaturas baixas
(15-25 °C), embora tenha sido menos significativo do que o
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Figura 3. a) Efeito do pH; e b) temperatura, na extragao de antocianinas
das sementes do milho roxo (®) e do milho vermelho (A), utilizando
a imersdo e metanol como solvente.
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observado para a faixa de temperaturas altas (35 a 60 °C). Este
comportamento indica que a eleva¢do da temperatura favorece
a extragdo deste corante, porém néo ¢ indicado que se facam
extragdes acima de 65 °C, pois isso pode levar a um aumento
na degradagdo do corante. Este perfil de pH e temperatura
concorda com o perfil encontrado por Fuleki e Francis (1968b)
e Abdel-Aal et al. (1999).

Na Figura 4, esta mostrado o perfil cromatografico dos
extratos de milho roxo e de milho vermelho. A partir dai, foram
identificadas as principais antocianinas presentes no pericarpo
do milho roxo (a) e do vermelho (b), dentre elas: (1) cianidi-
na 3-glucosida, (3) pelargonidina 3-glucosida, (4) peonidina
3-glucosida, (5) cianidina 3-(6” malonilglucosida), (6) ciani-
dina 3-(6” etilomalonicoglucosida), dentre outras. O tempo
de eluicio total foi em média 60 + 10 minutos em todos os
cromatogramas realizados. Entretanto, os picos identificados
das antocianinas aciladas (picos 5 e 8) tiveram um tempo
de elui¢do de 30 minutos para o milho roxo e de 12 minutos

1,2

1,0

1,2

1,0
0,8 -
0,6
0,4 ]

0,2

.3 ‘ 7
! 8
0,0 - - v '«L.‘.-—}La.ﬁ&
10

20 30

Figura 4. a) Perfil cromatografico a 525 + 30 nm do extrato do milho
roxo; e b) do milho vermelho, utilizando o método de extragdo por
lixiviagao.
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aproximadamente para o milho vermelho. Ja os picos com
presenca de glicosideos (picos 1 e 4) tiveram um tempo de
eluicao de 23 minutos para o milho roxo e de 9 minutos para
o milho vermelho. Isto confirma a presenca de acido acilado
na molécula, incrementando o tempo de retengdo. O tempo de
retencéo é influenciado pela presenca de grupos hidroxilas nas
moléculas e a complexidade de substitui¢ao nos anéis B ou C,
gerando uma maior mobilidade dos glicosideos, enquanto que
as moléculas com presenca de grupos metoxilas diminuem o
tempo de retengio, tais como as antocianinas aciladas. Os perfis
cromatograficos tiveram comportamento similar em todos os
casos, nao sendo significativo as variagdes observadas. Estes per-
fis cromatograficos mostraram comportamentos similares aos
encontrados por Drust et al. (2001), Strack e Wray (1989), Longo
e Vasapollo (2005), Kallithraka et al. (2005) e Mozetic et al.
(2002), embora tenham utilizado outras matérias-primas. Os
cromotogramas dos extratos obtidos por lixiviagao e utilizando
metanol como solvente apresentaram uma significativa presenca
de antocianinas nao aciladas. Estes concordam com os resulta-
dos encontrado por Yong e Howar (2003), os quais observaram
uma menor presenca de antocianinas aciladas na extragao com
etanol do que com metanol.

Estudos tém comprovado o efeito benéfico das antocianinas
para os seres vivos. Acquaviva et al. (2003) utilizaram as anto-
cianas na clivagem de protetores de DNA; ja Tsuda et al. (1999)
perceberam que as antocianinas possuem efeitos benéficos na
dieta de ratos, o que também foi visto no estudo desenvolvido
por Tsuda et al. (1999) e Wang et al. (2000), e notaram que as
antocianinas possuem efeitos benéficos de protecio do organis-
mo de ratos contra as toxinas da hepatite. Além destes usos, foi
descoberto que os vegetais produzem as antocianinas em seus
frutos como forma de preservé-los contra a oxidagio e que esta
atividade antioxidante varia com o estagio da fruta.

Na Tabela 3, observa-se a maior presenca de antocianinas
ndo aciladas nos extratos obtidos. No caso do milho roxo e
do vermelho, observou-se uma concentragio de cianidina
3-glucosida, em porcentagens de 78 e 76,6%, respectivamente.
Também se observou a presenca de compostos acilados (2,1 e
1,7%, respectivamente), tais como: cianidina 3-(6” malonil-
glucosida, 6) e cianidina 3-(6” etilomalonicoglucosida), esta
em menor participagdo. As porcentagens, em média, foram
quantificadas por espectrofotometria em combinagdo com a
identificagdo dos cromatogramas obtidos. Os extratos anali-
sados foram obtidos da imersao, utilizando a 4gua deionizada,
etanol, ciclo-hexano, isopropanol, éter de petrdleo, e metanol,
como solventes.

Os valores CTA médios encontrados nos extratos obtidos
apés a imersao em metanol foram de 240 mg/kg para o milho
roxo e de 194 mg.100 g™ para o milho vermelho. No caso da
lixiviagdo utilizando metanol como solvente, os CTA médios dos
extratos foram de 275 mg.100 g e 137 mg.100 g™'. Ja os CTA
médios para os extratos obtidos apods a extragdo supercritica
foram de 83 mg.100 g™, utilizando o CO, supercritico como
solvente. Os valores médios obtidos dos CTA encontrados nos
extratos da imersao dos milhos roxo e vermelho foram em
alguns casos similares e em outros casos inferiores aos valores
encontrados em antocianinas presentes em graos pretos de sorgo
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Tabela 3. Quantificagdo média das principais antocianinas presentes
nos milhos roxo e vermelho utilizando o método de extracdo por
imersao.

Tabela 4. Mudanca de cores do papel inserido em solugdes tampoes
universais. (n = 60; teste de Duncan, tendo com critério estatistico
p <0,05).

Variedade de milho Faixa de pH Cor Leitura, A (nm)
Porcentagem de Mnm) [ H]* Roxo Vermelho 13 Amarelo -
antocianinas (%) 11-12 Verde 575-590
Cianidina 3-glucosida 517 449 78 76,6 9:-10 Azul 568-572
Peonidina 3-glucosida 517 466 13,9 13,3 5.8 Roxo-Lils 540-560
Perlagonidina 3-glucosida 502 430 6,0 8,4 3.4 Vermelho-Laranja 520-525
Grupo de acidos acilados e 517 540 2,1 1,7 1-2 Vermelho 512-520

derivados (maldnico)

(AWIKA et al., 2004), de batata roxa (BROUILLARD, 1982),
de rabanete vermelho (RODRIGUEZ-SAONA etal., 1998) e de
sementes de trigo roxo, rosa e vermelho (ABDEL-AAL et al,,
1999). Enquanto que os valores de 88% de CTA e de 3% para os
compostos acilados médios extraidos pela lixiviagdo dos milhos
roxo e vermelho foram superiores aos obtidos pela imersao e que
os valores encontrados nas literaturas ja mencionadas, exceto
aos encontrados no farelo de trigo azul que atingiu valores de
458 mg/kg, obtidos por Abdel-Aal et al. (1999).

Todas as antocianinas padrdes mostraram correlagdes
lineares com as encontradas (Figura 4 e Tabela 3), com um
coeficiente quadratico (R?) variando de 0,9831 a 0,9987.

A Tabela 4 mostra a significativa influéncia do pH na cor
das antocianinas extraidas. Observa-se que durante os primeiros
contatos (antocianinas-solugdo tampdes) com pH (1-4) as mu-
dangas de coloracio e absorbancia nio foram estatisticamente
significativas, adotando uma cor vermelha intensa, gerada pela
maior presenca de compostos flavonoides. As mudangas mais
significativas ocorreram no contato com solu¢des tampdes entre
pH 5-7 devido as variagdes de coloragio (entre roxo-lilas) e ao
aumento da absorbancia (entre 547-564 nm). Quando se imer-
giu o papel em solu¢des tampdes de pH 9-13, ndo se observaram
varigdes significativas com relagdo a absorbancia, embora se
tenha percebido que se manteve o perfil de degradacéo da cor
vermelho. Nesta faixa, houve uma tendéncia de comportamento
estavel. Segundo Brouillard (1982), estas modificagdes da cor
sdo causadas pela presenca do cation flavilio, presente nas
estruturas das antocianinas, que muda em dire¢do a espécies
pseudo-carbinol em meio acido, para roxo quinoidal em meio
basico. Similar comportamento foi encontrado na estabilidade
das antocianinas presentes nos milhos roxo e vermelho, ao se
misturar p6 das cascas de sementes com as diferentes solugdes
tampoes (na faixa de pH entre 1-13). O perfil encontrado foi
semelhante ao encontrado por Cabrita et al. (2000) que utili-
zaram a cianidina 3-glucosida.

4 Conclusoes

Este trabalho mostrou que a lixiviagdo com algumas modi-
ficagoes foi 0 método mais eficiente nas extracdes dos corantes
(aprox. 88% de antocianinas), assim como na recuperagdo dos
solventes (aprox. 85%). O metanol foi o solvente mais eficiente
durante a extragdo devido a afinidade das ligagdes. Os perfis
cromatograficos das antocianinas extraidas para ambos os
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milhos mostraram comportamentos similares aos encontrados
na literatura. Ja o CTA apresentou um comportamento inver-
so ao perfil cromatografico. Os CTA mostraram diferencas
significativas quando comparados com as diversas variedades
da mesma espécie encontradas na literatura. Estas diferencas
de concentragdes podem ser atribuidas a influéncia de fatores
tais como: o clima, o cultivo e a localiza¢ao dos pigmentos. Foi
possivel a obten¢éo de papel indicador de pH, ferramenta que
pode ser utilizada em laboratérios de ensaios quimicos.
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