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O fruto de maria-pretinha (Solanum americanum)
consiste em fonte nédo usual, porém viavel de
producdo de antocianinas. Sendo assim, objetivou-
se avaliar a estabilidade do extrato antocianico obtido
dessa fonte vegetal, ap6s extragdo com metanol
acidificado (0,05% HCI), frente a fatores degradativos
como luz, pH, acido ascérbico e glicose. Sua
estabilidade foi estimada determinando-se os
valores de absorbancia no comprimento de onda
de maxima absorcédo em funcao do tempo, mediante
os quais foram calculadas as constantes de
velocidade de degradacao (k) e o tempo de meia-
vida (t,,) de cada sistema. Os efeitos da luz e da
concentracao de 400 ppm de acido ascoérbico foram
0s mais destrutivos para a cor do pigmento,
especialmente em pH 4,0. A adicdo de acido
ascorbico acelerou a degradagdao do pigmento
antocianico. A glicose ndo afetou a estabilidade das
antocianinas. Os pigmentos apresentaram maior
estabilidade em pH 2,0. Ainteracao negativa de acido
ascoOrbico e antocianinas merece mais
investigac@es, ja que a aplicagcdo de pigmentos
antocianicos na industria de alimentos,
especialmente em sucos e refrigerantes, mostrou-
se bastante promissora.
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1INTRODUCAO

A busca por matérias-primas para a produ¢éo de corantes naturais com propriedades adequadas
ao uso na industria de alimentos processados tem levado pesquisadores a investigar praticamente
toda a biosfera. A maria-pretinha (Solanum americanum), erva cosmopolita que nasce espontaneamente,
apresenta facil cultivo em solos pobres, com produgédo consideravel de pequenos frutos pretos por
planta. No Brasil, aparece desde o Nordeste até o Sul, incluindo os estados do Centro-Oeste. E
frequente em lavouras anuais, lavouras perenes, pomares, jardins, terrenos baldios, campos e pastagens.
Embora considerados toxicos enquanto verdes, os frutos maduros sédo comestiveis e ricos em
antocianinas (CARIBE e CAMPOS, 1991; SILVA, 1996).

As antocianinas, pertencentes a classe dos flavonoides, séo responsaveis pela coloracao
atrativa de flores e frutos, e reconhecidas como fontes alternativas aos corantes sintéticos vermelhos.
Além dos atributos de cor, o interesse por esses compostos tem se intensificado em fungao de seus
efeitos benéficos a salde (COOPER-DRIVER, 2001; CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002;
DEL POZO-INSFRAN, PERCIVAL e TALCOTT, 2006; HOGAN et al., 2010). Entretanto, existem muitas
limitagdes para sua aplicagdo comercial em alimentos devido ao alto custo e instabilidade. A estabilidade
das antocianinas depende de sua estrutura quimica, temperatura, pH, concentracao, tipo de solvente,
oxigénio, luz, estrutura do pigmento e a presenca de substancias capazes de reagir reversivel ou
irreversivelmente com esses flavonoéides, entre outras (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002;
BRENES, DEL POZO-INSFRAN e TALCOTT, 2005; DE ROSSO e MERCADANTE, 2007; MOLLOV et
al., 2007; SADILOVA et al., 2009). Sabe-se que compostos haturalmente presentes nos alimentos,
como acguUcares e acido ascorbico, podem influenciar a estabilidade das antocianinas. Varios estudos
analisando a influéncia desses compostos séo encontrados na literatura, entretanto, afirmacdes
contraditorias levam a resultados ndo conclusivos (TSAI, HSIEH e HUANG, 2004; RABABAH, EREIFEJ
e HOWARD, 2005).

Além da instabilidade, ha escassez de antocianinas no mercado por falta de fontes e técnicas
de producgédo adequadas e economicamente viaveis (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002). Esses
obstéaculos, aliados a percepcéo do consumidor de que pigmentos naturais sdo mais saudaveis, estao
gerando varios estudos (FALCAO et al., 2003, LIMA, MELO e LIMA, 2005; MOLLOV et al., 2007;
SADILOVAetal., 2009). Uma das alternativas frente aos problemas relacionados ao uso de antocianinas
envolve a identificacéo de novas fontes produtoras mais estaveis, além da aplicacao de técnicas que
venham a contribuir para a melhoria da estabilidade desses pigmentos (CONSTANT, 2003; BRENES,
DEL POZO-INSFRAN e TALCOTT, 2005; MONTES et al., 2005; MOLLOV et al., 2007).

SILVA (1996), ao determinar os teores de antocianinas em frutos de maria-pretinha, encontrou
resultados variando de 150-200 mg.100 g*. Tais teores se aproximam dos de outras fontes de
antocianinas, como acai (111 mg.100 g?') (RUFINO et al., 2010), capim-gordura (99 mg.100 g?)
(TEIXEIRA, STRINGHETA e OLIVEIRA, 2008) e repolho roxo (175 mg.100 g*) (LOPES, QUADRI e
QUADRI, 2006), demonstrando o potencial da utilizagédo do fruto como fonte de antocianinas. Levando-
se em conta a busca crescente por novas fontes comerciais de corantes naturais e a facilidade de
propagac¢do da planta, a producdo de maria-pretinha em escala comercial deveria ser incentivada,
especialmente em regides desfavorecidas pelas caracteristicas do solo.

Tendo-se em vista a tendéncia mundial e irreversivel do uso crescente de corantes naturais, bem
como o desuso dos corantes sintéticos, procurou-se por meio deste trabalho levantar dados sobre a
estabilidade de pigmentos antocianicos extraidos de fonte ndo usual de antocianinas, a maria-pretinha.

2 MATERIAL E METODOS

Os frutos de maria-pretinha foram colhidos no campo experimental do Departamento de
Fitotecnia, da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa (MG), sendo as antocianinas extraidas com
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metanol acidificado (0,05% HCI) de acordo com os procedimentos descritos por FULEKI e FRANCIS
(1968). O extrato concentrado obtido foi armazenado na auséncia de luz e baixa temperatura (5°C)
para analises posteriores.

Nas condi¢Bes adotadas neste estudo levou-se em conta o comportamento das antocianinas
frente a diferentes valores de pH (tampé&o fosfato/citrato pH 2,0; 3,0 e 4,0), auséncia e presenca de
luz (40 W, 2.500 lux), concentracao de acido ascoérbico (100 ppm, 200 ppm e 400 ppm, na auséncia
de luz) e concentracédo de glicose (2%, 4% e 6%, em presenca e auséncia de luz). Os
procedimentos seguiram a metodologia descrita por STRINGHETA (1991), com algumas
modificacdes.

As leituras de absorbancia foram realizadas em quintuplicata a cada 24 horas, no comprimento
de onda de maxima absorc¢éo, obtido mediante varredura do espectro de absor¢éo (390 a 600 nm),
usando-se espectrofotbmetro GBC UV-Visivel 911A (Melbourne, Australia). Mediu-se a absorbancia
diariamente até leitura préxima a 0,2, quando entéo os tubos foram descartados.

Os célculos da constante de velocidade de degradacao e do tempo de meia-vida foram obtidos
pelos dados de absorbancia versus tempo, assumindo-se reacdo de primeira-ordem:

d(Absorbancia) = -k Absorbancia equacao (1)
d(tempo)

Estimou-se a constante da reacdo mediante regressao linear do logaritmo neperiano da
absorbancia (In Absorbancia) versus tempo. Para o calculo do tempo de meia-vida utilizou-se a relagéo:

0,693 =t
k

equacao (2)

1/2

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao observar a Figura 1 e a Tabela 1 percebe-se que o pH exerce grande influéncia sobre a
estabilidade dos pigmentos antocianicos, tanto na presenga como na auséncia de luz, e que o pigmento
€ mais estavel em pH mais acido (maior estabilidade observada em pH 2,0).

Segundo STRINGHETA (1991), a taxa de degradacao de antocianinas é profundamente afetada
pelo pH e 0 aumento da acidez favorece a estabilidade do pigmento. Sabe-se que as antocianinas
apresentam coloracéo vermelho intensa em pH abaixo de 3. Aumentando-se o pH da solugédo, essa
coloracao tende a desaparecer tornando as solu¢des incolores na faixa de pH entre 4 e 5. Em meio
bastante acido, as antocianinas encontram-se quase totalmente na forma catiénica (cation flavilium),
sua forma mais importante e também a mais estavel (FRANCIS, 1982; STRINGHETA, 1991). Como
aumento do pH ocorre a desprotonacao do cation flavilium, originando as formas carbinol e chalcona
com a consequente descolorag¢éo do pigmento.

O comportamento mostrado na Figura 1 e na Tabela 1 representa grande preocupacao para a
inddstria. Amaioria dos alimentos apresenta pH maior que 4, condi¢cdo em que 0 pigmento encontra-
se bastante instavel, perdendo rapidamente sua colora¢do. Para contornar os problemas relacionados
com o pH, técnicas de copigmentacao sao utilizadas para aumentar a estabilidade do pigmento, além
de outras técnicas que impedem seu contato direto com o alimento como, por exemplo, 0
microencapsulamento (PERIN, 1999; FALCAO et al., 2003).
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FIGURA 1 - LOGARITMO NEPERIANO DA ABSORBANCIA DO EXTRATO ANTOCIANICO DE
MARIA-PRETINHA EM SISTEMAS-TAMPAO NA AUSENCIA (A) E PRESENGA DE LUZ (B)

STRINGHETA (1991), ao estudar a estabilidade de pigmentos da inflorescéncia de capim-
gordura, observou que a luz afetou profundamente a estabilidade da cor de extratos brutos e parcialmente
a de extratos purificados de antocianinas a pH 2. DE ROSSO e MERCADANTE (2007) também
observaram efeito prejudicial da luz em antocianinas de acerola e acai, quando comparadas com 0s
mesmos pigmentos na auséncia de luz.

TABELA 1 - VALORES OBTIDOS PARA CONSTANTE DE VELOCIDADE DE REAGAO (k) E
TEMPO DE MEIA-VIDA EM DIAS (T,,,) DO EXTRATO ANTOCIANICO EM
SISTEMAS-TAMPAO NA PRESENCA E AUSENCIA DE LUZ

Condicdes pH k t1) R®
2.0 0.0901 7.69 0.9986
:Zrzese“@a de 3.0 0.1106 6.26 0,9842
4.0 0.1451 4.78 0,9889
. 2.0 00193 3501 0,9840
ﬁj‘fe”c'a de 3.0 0.0396 175 0,9817
4.0 0.0570 12.16 0,9096
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Reduzida estabilidade a luz impede que o produto alimenticio seja exposto aos olhos do
consumidor em embalagens transparentes. Nesse sentido, estudos devem ser implementados com o
objetivo de buscar técnicas que possam minimizar o efeito da luz sobre as antocianinas.

A equacdo de regressao linear do logaritmo neperiano da absorbancia versus tempo ajustou-
se adequadamente aos dados obtidos no experimento referente ao efeito da luz, confirmando que a
degradacéo do pigmento realmente é representada por reacao de primeira-ordem, ja que os valores de
R2 ficaram bastante préximos a 1,0 (Tabela 2).

TABELA 2 - EQUACAO DE REGRESSAO LINEAR DOS VALORES DE k EM FUNCAO DO pH
PARA A FAIXA DE 2,0 A 4,0 E OS RESPECTIVOS VALORES DE R?

Fator Equagio de Regressao Linear R
Luz Y =0,0275¢+ 00603 0,97849
E=zcuro Y =0,018%¢+ 00009 0,9980

Observa-se pela Tabela 2 que os valores de absorbancia obtidos para a degradagéo do pigmento
no escuro ajustaram-se melhor ao modelo de cinética de primeira-ordem, comparados aos dados
encontrados para o mesmo experimento na presenca de luz. Isto pode ser atribuido ao fato da degradacéo
do pigmento no escuro ser mais lenta e assim apresentar melhor linearidade.

Ao avaliar a inclinagcéo da reta obtida na equacao de regresséao linear percebe-se que a luz
apresentou acentuado efeito na perda do pigmento antocianico. Obteve-se inclinacdo de 0,0275 na
presenca de luz e de 0,0189 na auséncia de luz, indicando maior degradac¢éo do pigmento quando o
fator luz esta presente. Esses resultados estdo de acordo com a literatura, que relata amplamente o
efeito deletério da luz sobre pigmentos antocianicos (CONSTANT, 2003; LIMA, MELO e LIMA, 2005;
PROVENZI et al., 2006).

Com relacéo ao emprego de acido ascorbico, verificou-se relacdo inversa entre o aumento da
concentragdo do 4cido e a estabilidade das antocianinas (Figura 2).

Por analogia com o experimento anterior, e analisando os valores de R? apresentados na
Tabela 3, pode-se inferir que as equacdes obtidas representam adequadamente os dados do presente
estudo e que a equacédo de primeira-ordem simula melhor a reacdo de degradacdo do pigmento
antocianico de frutos de maria-pretinha frente ao 4cido ascorbico.

TABELA 3-VALORES OBTIDOS PARA CONSTANTE DE VELOCIDADE DE DEGRADACAO DO
PIGMENTO (k) E TEMPO DE MEIA-VIDA EM DIAS (T,,) DO EXTRATO ANTOCIANICO
COM 100, 200 E 400 ppm DE ACIDO ASCORBICO

100 ppm 200 ppm 400 ppm
P H k R : T1 iz k R£ t1 iz k R! t1 iz

20 00532 09384 130 00727 09622 95 00988 09476 7.0
3,0 00247 09782 127 00315 09743 85 01281 09831 54
4,0 00757 089467 9.0 01063 09567 65 01521 09399 45

B.CEPPA, Curitiba, v. 28, n. 2, jul./dez. 2010 217


cristiane
Stamp

cristiane
Stamp


In (Abs)
AN
[¢]

dias

In (Abs)

dias

In (Abs)

dias

[ @ 100ppm & 200ppm x 400ppm |

FIGURA 2 — LOGARITMO NEPERIANO DA ABSORBANCIA DO EXTRATO ANTOCIANICO DE
MARIA-PRETINHA ACRESCIDOS DE DIFERENTES CONCENTRAGOES DE ACIDO
ASCORBICO EM pH 2,0 (A), 3,0 (B) E 4,0 (C)

Analisando a Tabela 3 verifica-se dependéncia entre as constantes de degradacéo e os valores
de pH. Para pH 2,0 e 3,0 a diferenca foi proporcionalmente menor que para o pH 4,0, confirmando o
efeito altamente destrutivo do aumento de pH sobre a reten¢éo da cor do pigmento antocianico de
frutos de maria-pretinha.

Comparando as constantes de velocidade de degradac&o do pigmento antocianico (k) e tempos
de meia-vida (t,,,) para o experimento com adi¢éo de acido ascorbico (Tabela 3) com os resultados
obtidos para o experimento na auséncia de luz e sem adicdo de acido ascorbico (Tabela 1), as
constantes de velocidade de degradagdo do pigmento na presenca do acido ascérbico foram sempre
superiores. Percebe-se, ainda, que a degradacao é proporcional ao aumento da concentragéo de
acido ascorbico. Esses dados vém corroborar resultados obtidos por outros autores em que a presenca
de Acido ascorbico aumentou a taxa de degradacéo do pigmento (GARZON e WROLSTAD, 2002;
BRENES, DEL POZO-INSFRAN e TALCOTT, 2005; DE ROSSO e MERCADANTE, 2007).
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DE ROSSO e MERCADANTE (2007), estudando a interacdo de &acido ascérbico com
antocianinas, verificaram a degradacao de ambos (decréscimo da cor e perda da qualidade nutricional).
Esse fato é importante para produtos como sucos, que além da apresentacéo de cor agradavel ao
consumidor envolve o valor nutricional do alimento.

O mecanismo para a degradacao de antocianinas na presenca de acido ascérbico, inicialmente
proposto por JURD (1972) e refor¢cado por POEI-LANGSTON e WROLSTAD (1981), consiste em
condensacdo direta do acido ascorbico no carbono 4 da molécula de antocianina, causando a perda
de ambos. Entretanto, de acordo com IACOBUCCI e SWEENY (1983), a perda da cor ocorre por
causa da clivagem do anel pirilium por mecanismo envolvendo a producéo de radicais livres com a
participagéo do acido ascorbico.

Resultados contraditérios foram obtidos por MORENO-ALVAREZ et al. (2002) ao observarem
gue a adi¢ao de acido ascérbico ao suco de amora-preta (Rubus glaucus) aumentou a conservacéo do
suco e proporcionou manutencgéo dos teores de antocianinas. De acordo com SADILOVA et al. (2009),
a estrutura da antocianina (especialmente a glicosilacao e o tipo de acilagdo), exerce influéncia na
reatividade da molécula frente ao acido ascérbico. Demonstraram, como exemplo, que malvidina-
diglicosideo € mais estavel que seu monoglicosideo. BOBBIO, BOBBIO e SOUZA (1987) identificaram
duas antocianinas nos frutos de maria-pretinha, a malvidina-3-soforosideo-5-glucosideo e a malvidina-
3-(di-cafeoil-soforosideo)-5-glucosideo.

Ha ainda estudos que nao revelam efeitos significativos da presenca do acido ascorbico na cor
e na estabilidade dos pigmentos (RABABAH, EREIFEJ e HOWARD, 2005).

Os dados referentes a constante de velocidade de degradacéo das antocianinas (k) e o tempo
de meia-vida (t,,) frente a adi¢éo de glicose estéo resumidos na Tabela 4. Observando os valores de R?
pode-se afirmar que os dados obtidos foram devidamente representados pelas curvas do logaritmo
neperiano da absorbancia versus tempo e que a reacado de degradacédo do pigmento antocianico mais
uma vez obedeceu a reagdo de primeira-ordem.

Ao avaliar os valores de k e t, , verificou-se relacéo direta entre a estabilidade, as variagdes de
pH e a oferta de luz, assim como ocorreu para 0s ensaios anteriores. Os valores de k aumentaram
com a elevacao do pH, indicando incremento da degradac&o do pigmento. O mesmo pode ser observado
na auséncia de luz, porém os valores de k foram inferiores aos obtidos na presenc¢a de luz em toda a
faixa de pH estudada.

TABELA 4 - VALORES OBTIDOS PARA CONSTANTE DE VELOCIDADE DE DEGRADACAO DO
PIGMENTO (k) E TEMPO DE MEIA-VIDA (T,.), EM DIAS, DO EXTRATO ANTOCIANICO EM
SISTEMAS-MODELO UTILIZANDO QUATRO CONCENTRACOES DE GLICOSE

Presenca de luz

pH 0% de glicose 2% de glicose 4% de glicose 6% de glicose
K R®  tip K R T K R®  tip K R®  tu

2.0 0,1943 0,994 3,6 0,1316 0,979 5,3 0,1449 0,989 4,8 0,1143 0,977 6,1
3,0 0,3302 0,936 2,1 0,2685 0,907 2,6 0,2531 0,893 2,7 0,2175 0,899 3,2
4,0 05426 0,897 1,3 0,5475 0,931 1,3 0,4862 0,914 1,4 0,4964 0,876 14

Ausénciade Luz
2,0 00176 0,982 39,4 0,0179 0,981 38,7 0,0172 0,989 40,3 0,0168 0,997 41,2
3,0 0,0271 0,931 25,6 0,0241 0,924 28,7 0,0254 0,945 27,3 0,0492 0,978 14,1
4,0 0,0512 0,911 13,5 0,0459 0,881 15,1 0,0464 0,863 14,9 0,0611 0,964 11,3
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Pela analise dos dados da Tabela 4, ndo houve grande variacdo na estabilidade do extrato
antocianico de maria-pretinha em relacéo as diferentes concentracdes de glicose. No entanto, varios
trabalhos demonstraram efeito prejudicial da interacao de aglcares na estabilidade das antocianinas
(DYRBY, WESTGAARD e STAPELFELDT, 2001) e que esse efeito depende do tipo de agucar
(HUBBERMANN et al., 2006). Foi relatado que concentragfes elevadas de agucares (> 20%) causam
decréscimo na atividade de agua, o que leva ao aumento da estabilidade das antocianinas (TSAI,
HSIEH e HUANG, 2004).

SADILOVA et al. (2009) afirmaram que houve melhora da estabilidade de antocianinas em
sucos com adigdo de agucares, a qual mostrou-se dependente do tipo de processamento a que 0s
sucos foram submetidos, o que modifica, consequentemente, 0 meio em que o0 pigmento se encontra
e ainteragcao desse com compostos supostamente protetores. Entretanto, MALIEN-AUBERT, DANGLES
e AMIOT (2001) observaram que a adi¢cdo de acUcares nédo exerceu influéncia na estabilidade da
coloracgéo de antocianinas.

Jéfoirelatado que os produtos de degradacéo de acUcares formados durante o aguecimento,
como o 5-hidroximetilfurfural, furfural e seus derivados sdo responsaveis pela perda de pigmentos
(DEBICKY-POSPISIL et al., 1983; SADILOVAet al., 2009), provavelmente por reacdes de condensacao
com compostos presentes no meio.

Em experimentos utilizando altas concentracdes de aglcares, normalmente recorre-se ao
aquecimento para proporcionar total solubilizag&o, ocorrendo a formacg&o dos compostos de degradacéo,
como o furfural e o hidroximetilfurfural. Ao se utilizar baixas concentraces de aclcar ndo ha necessidade
de aquecimento e o efeito prejudicial a coloracéo néo é percebido. Desta forma, as concentragdes de
acucar utilizadas no presente estudo néo levaram a degradacéo do pigmento antocianico de maria-pretinha.

4 CONCLUSAO

O efeito da luz foi 0 mais destrutivo para a cor das antocianinas de maria-pretinha, especialmente
em pH 4,0. Os extratos em solu¢des com pH 2,0 apresentaram maior estabilidade comparados aos
de pH 3,0 e 4,0. A adicdo de acido ascorbico acelerou a degradacao do pigmento antocianico. Os
ensaios de estabilidade com diferentes concentra¢des de glicose ndo apresentaram influéncia
consideravel sobre a estabilidade do pigmento.

A interacéo negativa de acido ascorbico e antocianinas merece mais investigacoes pela avaliacéo
de fontes produtoras de pigmentos antocianicos mais estaveis, ou de técnicas de copigmentacéo que
protejam a estrutura da antocianina contra a degradacao, ja que a aplicacéo de pigmentos antocianicos
na industria de alimentos, especialmente em sucos e refrigerantes, € bastante promissora.

ABSTRACT

IMPACT OF LIGHT, pH, ASCORBIC ACID AND GLUCOSE ON ANTHOCYANIN STABILITY OF THE NON-USUAL
SOURCE “MARIA-PRETINHA” (Solanum americanum, Mill.)

The maria-pretinha fruit (Solanum americanum) is a non-usual, but feasible source to production of
anthocyanins. Thus, the aim of this work was to evaluate the stability of anthocyanins obtained from these
fruit, after extraction with acidified methanol (0.05% HCI), under degrading factors such as light, pH, addition
of ascorbic acid and glucose. The stability was evaluated by the decrease of absorbance values along the
time, measured in the maximum absorption wavelength of these pigments. It was possible to calculate the
degradation rate constants (k), as well as the half-life time (t,,) to each system. The effects of light and
addition of 400 ppm ascorbic acid were more destructive to the pigment, mainly at pH 4.0. Addition of
ascorbic acid increased the degradation of anthocyanins. The presence of glucose didn't affect the stability
of anthocyanins. Best pigment’s stability condition was observed at pH 2.0. The negative interaction between
ascorbic acid and anthocyanins deserve further investigations because the application of anthocyanin
pigments in the food industry, specially in juice and sodas, is considerably promising.
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