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Influéncia do pH da solugao extrativa no teor de antocianinas em frutos de morango

Influence of the extraction solution pH on the content of anthocyanins in strawberry fruits

Celso Luiz BORDIGNON Jr."¥, Vanessa FRANCESCATTO?, Alexandre Augusto NIENOW,
Eunice CALVETE', Flavio Henrique REGINATTO?

Resumo

Nos ultimos anos, os estudos sobre a composi¢ao quimica do fruto do morangueiro vém ganhando destaque devido ao seu elevado consumo
e as atividades bioldgicas atribuidas a ele. Além disso, os principais metabolitos secundarios encontrados nesses frutos sdo as antocianinas,
compostos responsaveis pela intensa coloragdo vermelha e amplamente utilizados como corantes naturais pela industria alimenticia. Neste
trabalho, foram preparados diferentes extratos de frutos de morango com a cultivar Oso Grande, com o intuito de verificar a influéncia do
pH no perfil espectroscopico do extrato e no teor de antocianos. O extrato em pH 1,0 forneceu um perfil classico para antocianinas na analise
por espectroscopia no ultravioleta, assim como um maior teor de antocianinas nos frutos frescos devido a uma extragao mais eficiente das
substancias de interesse.

Palavras-chave: Fragaria X ananassa (morango); pH; UV-vis; antocianinas.

Abstract

Recently, the study on the chemical composition of the strawberry fruit has been recognized in view of its increased consumption and biological
activities. Moreover, the main secondary metabolites found in strawberry fruits are anthocyanins, which are the compounds responsible for
the intense red color of the fruit and are widely used as natural colorants by the food industry. In this work, were prepared different extracts
with strawberry fruits of the cultivar Oso Grande in order to verify the pH influence on the spectroscopic profile of the strawberry extracts
and on the content of anthocyanins. The results indicate that at pH 1,0 the extract showed a classic profile to anthocyanins through ultraviolet
spectra analysis and a higher content of anthocyanins in fresh fruits.

Keywords: Fragaria X ananassa (strawberry); pH, UV-vis; anthocyanins.
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1 Introdugao

O morangueiro (Fragaria X ananassa Duch.) é uma planta
de pequeno porte pertencente a familia das Rosaceas. Os prin-
cipais paises produtores sdo Estados Unidos, Espanha, Coréia,
Russia, Polonia, Japdo e Turquia (FAOSTAT, 2007). Embora o
Brasil ndo figure entre os maiores produtores, sua produ¢io vem
crescendo nos ultimos anos, concentrando-se principalmente
nos Estados de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo,
Parand e Distrito Federal (PAGOT; HOFFMANN, 2003). O
consumo do morango esta ligado ndo somente a forma e ao
tamanho, mas também ao aroma e a cor. Para Cordenunsi et al.
(2002), a cor vermelha é um importante componente na apa-
réncia de morangos, sendo um atrativo aos consumidores. Essa
coloragdo intensa se deve as antocianinas presentes nos frutos,
principalmente na epiderme e aquénios (AABY et al., 2005).

As antocianinas sio metabdlitos pertencentes a classe dos
flavonoides (WALTON et al., 2006). Sdo largamente encon-
tradas na natureza e responsaveis pela maioria das coloragdes
azuis, violeta e vermelho das flores e frutos, sendo sua principal
utilizagdo na industria, como corante natural (MARKAKIS,
1982; WROLSTAD, 2000; MALACRIDA; MOTTA, 2005). O

principal emprego bioldgico atribuido as antocianinas é a ati-
vidade antioxidante (SUN et al., 2002; MEYERS et al., 2003).
Essa atividade se deve a sua estrutura quimica formada por trés
anéis, que possuem ligas duplas conjugadas e também hidroxilas
distribuidas ao longo da estrutura que possibilitam o seques-
tro de radicais livres, causadores de danos celulares e doencas
degenerativas (KONG et al., 2003; SILVA et al., 2007). Diver-
sos ensaios estdo sendo desenvolvidos para a avaliacdo desta
atividade em diferentes vegetais, principalmente frutos e flores
(WALTON et al., 2006; ZHENG et al., 2007; AABY etal., 2005).
Segundo Bagchi et al. (2004), além da atividade antioxidante, as
antocianinas apresentam consideravel atividade anticarcinogé-
nica e antiangiogénica.

As antocianinas podem apresentar diferentes formas
estruturais, as quais podem assumir diferentes coloragdes.
Essas formas podem sofrer interferéncias de diversos fatores,
destacando-se entre estes a temperatura, o valor do pH e
possiveis ligagoes com outras substincias quimicas. O pH é o
fator que mais influencia na coloragao das antocianinas, visto
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Influéncia do pH em antocianinas de morango

que, em fun¢do de sua acidez ou alcalinidade, estas podem
apresentar diferentes estruturas (LEE et al., 2005; ANDERSEN;
JORDHEIM, 2006).

Dados da literatura indicam que podem ocorrer quatro
estruturas quimicas principais em equilibrio no meio: o cation
flavilium, a base quinoidal, o carbinol pseudobase e a chalcona,
conforme a Figura 1 (LEVI et al., 2004). Estes resultados foram
evidenciados em estudo realizado por Margo e Scarminio
(2007), com flores de Hibiscus acetosella Welw. Ex Hiern. Neste
trabalho, os autores relatam que, conforme a varia¢ao do pH,
ocorre mudanga dos maximos de absor¢do no espectro, fato
que interfere diretamente no doseamento destes metabolitos
na matéria-prima analisada. Esses dados corroboram os resul-
tados obtidos por Rubinskiene et al. (2005), que citam que as
antocianinas, de um modo geral, sdo susceptiveis as mudancas
de pH, temperatura e enzimas.

Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
influéncia do pH da solugéo extrativa no teor de antocianos dos
frutos de morangueiro utilizando métodos espectroscopicos.

2 Material e métodos

2.1 Material vegetal

Frutos frescos de morangueiro da cultivar Oso Grande
foram coletados no Setor de Horticultura da Universidade de
Passo Fundo em Passo Fundo, Rio Grande do Sul, Brasil. Estes
foram produzidos em ambiente protegido, que se caracteriza
por uma estrutura metélica de 510 m? coberta com plastico
de polietileno de baixa densidade (PEBD) de 150 micras e
com aditivo anti UV. Apos a coleta, os frutos foram armaze-

HO .
+H* O\ R
g Z>0GL
HO

Base quinoidal (A) Cation flavilio (AH*)
azul vermelho
+H,0
_H*
R R
OH oH OH
HO _ QH © O 0 0 O
9 = O "
Z>0GL Z>0GL
HO HO
Chalcona (C) Carbinol (B)
incolor Incolor

Figura 1. Estruturas moleculares encontradas em solugdo aquosa com
diferentes valores de pH. Cétion flavilium (AH"), a) base quinoidal; b) car-
binol ou pseudobase; e ¢) chalcona (adaptado de LEVT et al., 2004).
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nados em sacos plasticos em freezer a =28 °C por periodo nio
superior a 30 dias.

2.2 Preparagado dos extratos

Os extratos foram preparados segundo Revilla et al. (1998).
Brevemente, frutos congelados (30 g) foram extraidos por so-
nificacdo a temperatura ambiente durante 20 minutos, com
90 mL de uma solugdo hidroetandlica (70 °GL) sob diferentes
valores de pH. Apds a extragdo, as amostras foram filtradas e foi
retirada uma aliquota de 5,0 mL, a qual foi diluida até 25,0 mL
com solvente de mesmo valor de pH. Para as analises por es-
pectroscopia de varredura no ultravioleta/visivel foi utilizado
espectrofotometro de duplo feixe marca Perkin Elmer®, modelo
Lambda 20. Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.3 Determinagdo de antocianos (LEE et al., 2005)

Para a realizacido deste ensaio, foi retirada uma aliquota
de 5,0 mL dos extratos, a qual foi diluida até 25,0 mL com
solventes nos mesmos valores de pH. Em seguida, as amostras
foram analisadas em comprimento de onda definido de 510 nm
(AABY et al,, 2005; LEE et al., 2005). Os resultados foram
expressos em mg equivalentes de cianidina 3-glicosideo/100 g
de frutos. Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variéncia e
as diferencas entre as médias, comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de significAncia (Estat 2.0, UNESP, SP, Brasil).

3 Resultados e discussoes

As antocianinas, pigmentos da classe dos flavonoides, sdo os
principais croméforos encontrados nas flores vermelhas, azuis
e parpuras. Quando extraidas do meio natural, apresentam-se
na forma de sais de flavilium, normalmente glicosiladas, sendo
as mais comuns a B-D-glicose, 3-D-galactose e a oi-D-ramnose
(RAMOS et al., 2000).

Esta variagdo de cores foi extensamente estudada e discuti-
da por diversos autores (BROUILLARD; DELAPORTE, 1977;
COUTO et al., 1998; RAMOS et al., 2000). Segundo estes au-
tores, trés equilibrios principais ocorrem quando se eleva o pH
de uma solucéo acida contendo uma antocianina. Um esquema
geral ¢é apresentado na Figura 1. Na primeira reagdo, ocorre o
equilibrio dcido-base de protonacéo do cation flavilium, muito
rapido, com uma constante de equilibrio Ka, representado
pela reagdo 1, da Figura 2. Em seguida, forma-se um carbinol
pseudobase, através de um equilibrio rapido, com constante Kb,
representado pela reagdo 2, da Figura 2. Finalmente, estabelece-
se lentamente um equilibrio tautomérico, com formagéo de uma
pseudobase chalcona, incolor, com constante de equilibrio KT,
representado na reagdo 3, da Figura 2.

Os resultados obtidos nas analises indicam um perfil es-
pectroscopico variado, conforme os valores de pH utilizados
na extracdo, apresentando bandas em regides distintas e com
intensidade variada. Isso pode ser mais bem evidenciado na
Figura 3, na qual sdo apresentados os espectros de varredura no
ultravioleta/visivel. Cabe destacar que os dados aqui apresenta-
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Figura 2. Esquema geral dos equilibrios que ocorrem com o cation flavilium, quando se muda o pH do meio, de acordo com Ramos et al. (2000).

dos estdo em consonancia com outros ja existentes na literatura
(COUTO et al., 1998; RAMOS et al., 2000)

Em meio acido, a pH 1,0 (Figura 3a) e pH 3,0 (Figura 3b),
0s espectros mostram caracteristica do equilibrio acido-base
de protonagio da estrutura do cation flavilium, o qual possui
maximos de absor¢do na faixa dos 510 nm e na faixa dos 285 nm.
Além disso, o perfil do espectro obtido da amostra com pH 1,0
é bastante caracteristico para antocianinas, conforme descrito
na literatura (MARKHAM, 1982; WROLSTAD, 2000; LEE et al.,
2005). Ainda em pH 4cido, porém pH 4,5 (Figura 3¢), o extrato
apresenta uma coloragdo vermelha menos intensa, e seu espectro
de ultravioleta apresenta fraca absor¢do na regido de 510 nm
e uma forte absor¢do na faixa de 275 nm. Os resultados aqui
obtidos estdo de acordo com o estudo desenvolvido por Mar¢o
e Scarminio (2007), que evidenciaram a formagdo do cation
flavilium em pH fortemente acido (pH = 1,0 e 3,2), e também
por Lee et al. (2005), que verificaram a formag¢ao de carbinol
em solucdo levemente dcida.

Em meio neutro (pH 7,0 - Figura 3d), o espectro obtido
mostra efeito batocroémico em 540 nm devido a forma-
¢do da anidrobase quinoidal e, ainda, a presenga de outra
banda na regido de 440 nm, mesmo perfil observado por
Levi et al. (2004), que define as bandas de absor¢do como
anidrobase e chalcona ionizada, respectivamente. Segundo
Lee et al. (2005) e Mar¢o e Scarminio (2007), em pH 7,0,
ocorre o predominio de formas com caracteristicas que néo
acentuam a colorag¢do vermelha.

A solucdo em pH 9 (Figura 3e) apresentou deslocamento
nos maximos de absor¢ao na faixa dos 555 nm em comparagdo
aos extratos acidos, porém com menor intensidade. Foi possi-

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 29(1): 183-188, jan.-mar. 2009

vel observar também duas outras bandas, uma em 465 nm e
outra em 385 nm. Estes valores encontrados sdo bastante se-
melhantes aos obtidos por Levi et al. (2004), que evidenciaram
também a presenca destas bandas, definindo a primeira banda
como anidrobase, e as outras duas, como formas ionizadas de
chalcona. As mesmas caracteristicas foram observadas para o
pH 13 (Figura 3f), destacando que, neste valor de pH, a banda
na faixa de 465 nm néo foi evidenciada.

Como mencionado anteriormente, a mudanga nos maximo
de absor¢ao se deve as reagdes de equilibrio que ocorrem com o
cation flavilium, quando se eleva o pH do meio (BROUILLARD;
DELAPORTE, 1977). Essas rea¢des levam a uma configuragio
estrutural das antocianinas em que, conforme se aumenta o
pH, ocorre uma diminui¢do do numero de ligas duplas con-
jugadas, que sdo responsaveis pelo aumento nos maximos de
absor¢ao das substincias, pela protonac¢éo do cation flavilium
(RAMOS et al., 2000). Com a diminui¢do das ligas duplas con-
jugadas, os maximos de absor¢do das antocianinas tendem a
diminuir, o que caracterizaria a perda de coloragio.

Considerando que os valores de pH alteram o espectro de
UV dos extratos, foram realizadas leituras com o intuito de ve-
rificar a influéncia do valor de pH da solugio extrativa no teor
de antocianos totais. O comprimento de onda de 510 nm foi
utilizado por melhor ilustrar os resultados obtidos pelos espec-
tros de varredura no UV-vis (PAZMINO-DURAN et al., 2001;
MORAIS et al., 2002; MANHITA et al., 2006; SILVA et al.,
2007; ZHENG et al., 2007), ja que a literatura preconiza as
analises espectroscopicas de ultravioleta para antocianinas
nesta faixa.
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Figura 3. Espectros de varredura dos extratos obtidos de frutos de Fragaria X ananassa. a) extrato com pH 1; b) extrato com pH 3; c) extrato
com pH 4,5; d) extrato com pH 7; e) extrato com pH 9; e f) extrato com pH 13.

Com relagdo ao teor de antocianos totais, sdo eviden-
ciadas as absorbancias obtidas na Tabela 1, bem como os
valores de concentragdo, em mg equivalente de cianidina
3-glicosideo/100 g de frutos. A solugdo extrativa em pH 1,0
foi a mais eficiente para a extra¢do de antocianinas em fru-
tos de morangueiro, ja que os valores de absorbancia foram
significativamente superiores aos demais. Neste pH, o teor
de antocianos foi de 76,60 £ 0,55, enquanto em pH 4,5 foi de
7,48 £0,03.
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Na Figura 4, através de modelos estatisticos de regressao ob-
tidos para definir o comportamento para os resultados obtidos,
foi evidenciado um comportamento polinomial para as variagdes
de pH, (equagdo =y =-0,3346x" + 7,7021x* — 51,587x + 126,765
R*=0,8221, 5%). Com um aumento nos valores de pH da so-
lu¢io extrativa, ocorre a diminui¢do nos teores de antocianos
até um ponto estimado de 5,20, em seguida ocorre novamente
um crescimento nas concentragdes (pH 9,0), para posterior
decréscimo (pH 13,0).
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Tabela 1. Teor médio de antocianinas obtido dos extratos de frutos de
Fragaria X ananassa com diferentes pHs na faixa de 510 nm.

pH Antocianinas (mg equivalente de cianidina
3-glicosideo/100 g de frutos)
1,0 76,60 + 0,55
3,0 49,83 +1,31°
4,5 7,48 £ 0,03¢
7,0 22,16 +0,04¢
9,0 49,16 £ 0,02°
13,0 21,24 £ 0,40¢

*Valores médios em triplicatas + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna
indicam diferengas significativas entre as solugoes extrativas (teste de Tukey, p < 0,05).

Teor de antocianinas vs pH solugéo extrativa

80 y =-0,3346x° + 7,7021x* - 51,587x + 126,76
70 R?=0,8221

Concentrag¢do (mg.100 g')
S
o

0 2 4 6 8 10 12 14

Valores de pH

—— Teor de antocianinas
— Polinémio (teor de antocianinas)

Figura 4. Teores de antocianinas obtidos de cada solugédo extrativa em
comprimento de onda fixo no espectro de ultravioleta. Os valores sdo
expressos em mg.100 g™ de frutos.

4 Conclusoes

A extragdo em meio acido, com pH 1,0, é a mais eficiente
para a andlise de antocianinas em frutos de morango cultivar
Oso Grande, devido a formagao do cation flavilium, que acentua
as caracteristicas espectroscopicas das antocianinas, gerando
uma melhor representagdo do contetido dos frutos frescos.
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