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Resumo

A antocianina é um composto fendlico responsavel pela coloracdo que varia do vermelho
ao azul em frutas, flores e legumes, e cujo consumo esta associado a diversos beneficios
a satde humana. Sua extracdo/purificacdo por meio de métodos tradicionais vem sendo
substituida por métodos alternativos, como os sistemas aquosos bifasicos (SAB). O
objetivo deste estudo foi avaliar a particdo da antocianina extraida de Jameldo em SAB
compostos por isopropanol e sulfato de magnésio a 25 °C. Foram avaliados o coeficiente
de particdo (Kp) e rendimento (Y) em trés sistemas de composicdes distintas. A
antocianina particionou preferencialmente para fase superior e elevado rendimento foi
obtido. Melhores resultados foram verificados no SAB composto por 24% de alcool e
13% de sal (Kp=8,29 e Y=89,24%).
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Introducéo

As antocianinas sdo compostas fendélicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, tendo
como estrutura quimica bésica o esqueleto carbénico C6- C3-C6, que confere cores que
variam entre o vermelho e o azul violaceo aos frutos, flores, tubérculos e hortalicas
(PATRICIO, 2012; MALACRIDA e MOTTA, 2005). Esse pigmento natural é



comumente encontrado em flores como hibisco vermelho, rosa vermelha e orquideas, em
frutos como morango, amora, acai, framboesa, uva, jameldo, jabuticaba, azeitona preta
(KHOO et al., 2017), e em tubérculos como batata roxa e batata doce (LIU et al., 2013).
Nas plantas, as antocianinas tém como funcéo a atracdo de polinizadores, auxiliar na
dispersdo de sementes, protecdo a radiagdo UV-B e contra o ataque de patdgenos
(LATADO et al., 2008). Em relacdo a saude, destacam-se por suas propriedades
antioxidante, anti-inflamatoria, antibacteriana, anticancerigena e antidiabética, bem como
de prevencdo de doencas cardiovasculares (JUNG et al., 2015; CHEN et al., 2012). Além
dos diversos beneficios proporcionados a salde humana, as antocianinas vém sendo
amplamente utilizadas na industria alimenticia como corante natural de alimentos e
bebidas, devido a sua maior aceitabilidade pelo consumidor, uma vez que o consumo de
corantes naturais apresenta menor risco a salude quando comparados aos sintéticos
(KHOO et al.,2017; MALCRIADA e MOTTA, 2005). O uso de antocianinas para
aplicacdes na industria de alimentos torna necessaria a extracao do pigmento das células
vegetais. Industrialmente é desejavel que os métodos de extracdo sejam rapidos, simples,
de baixo custo e baixa toxicidade. Devido a alta solubilidade das antocianinas em
compostos polares, essas podem ser facilmente extraidas por solventes organicos
alcoolicos, como metanol e etanol, e também pela 4&gua (FAVARO, 2008; HUA et al.,
2013; KHOO et al., 2017), sendo essa ultima uma opcdo mais ecoldgica. Estudos
reportam que a utilizacdo de solventes organicos acidificados aumenta a eficiéncia
extrativa, pois melhora a penetracdo nos tecidos vegetais (MACZ-POP et al., 2006) e
proporciona maior estabilidade ao pigmento (KHOO et al., 2017; MACZ-POP et al.,
2006; LIU et al., 2013). A extracdo comercial de pigmentos naturais como a antocianina
a partir de matrizes vegetais (folhas, flores, frutos, etc) € normalmente realizada por
extracdo por solventes (HUA et al., 2013), embora outras tecnologias como alta pressao
hidrostatica e extracdo com fluido supercritico tém sido reportadas na literatura
(CORRALES et al., 2009; LUQUE-RODRIGUEZ et al., 2007). Os extratos de
antocianinas obtidos a partir de plantas e vegetais sdo uma mistura de compostos (KHOO
et al., 2017) co-extraidos junto ao pigmento, sendo necessaria a realizagdo de etapas de
extracdo e purificacdo do analito de interesse. Dentre os possiveis métodos de extracéo e
pré- purificacdo, tem-se 0s sistemas aquosos bifasicos (SAB), um método de extracdo
liquido- liquido que vem sendo estudado nas uGltimas décadas como uma técnica
alternativa a extracdo tradicional com solventes. Os SAB sdo compostos por dois
componentes hidrofilicos que sob determinadas condicdes de concentracdo, pH, pressdo
e temperatura levam a formacdo de duas fases imisciveis (CHAKRABORTY e SEN,
2016). Esses sistemas podem ser compostos por dois polimeros, polimero e sal, liquido
ibnico e sal, ou alcool e sal (RUIZ et al., 2012). Sistemas compostos por liquido iénico
ou apenas por polimeros tém como desvantagem o alto custo de implantacdo, além da alta
viscosidade no caso dos sistemas poliméricos (GUO et al., 2012). Ja os sistemas formados
por alcool e sal sdo conhecidos por apresentarem vantagens como o baixo custo, menor
viscosidade, maior eficiéncia de extracdo/purificacdo (LIU et al., 2013), além da
facilidade de separacdo do analito e recuperacdo do alcool por evaporacdo (HUA et al.,
2013). De modo geral, os SAB formados por alcool e sal tém sido estudados como um
método inicial de separagdo devido a sua facilidade de escalonamento, alta capacidade e
rendimento, menor custo e rapidez do tempo de processo (OZLEM et al., 2011). Somado
a essa séerie de vantagens, o fato dos sistemas alcool- sal, assim como os demais, serem
compostos majoritariamente por agua permite que esses sejam utilizados para a extragdo
e purificacdo de diversas biomoléculas, incluindo corantes naturais como as antocianinas
(HUA et al., 2013; SANG et al., 2018; WU et al., 2011; WU et al., 2014), uma vez que
tais sistemas propiciam condic¢Ges que preservam a atividade bioldgica das biomoléculas.



O presente trabalho teve como objetivo avaliar a particdo de antocianina extraida da casca
de Jameldo (Syzygium cumin), fruta tipica do cerrado brasileiro, em sistemas aquosos
bifasicos compostos por isopropanol e sulfato de magnésio a 25 °C.

Material e métodos

Materiais O isopropanol e o sulfato de magnésio foram adquiridos da Exodo Cientifica e
Synth, respectivamente. Frutos de Jameldo (Syzygium cumin) em estagio de maturacao
préprio para consumo foram colhidos de arvores do campus da UFMG em Montes Claros.
Agua deionizada foi utilizada em todos os experimentos. Obtencdo do extrato de
antocianina da casca de Jameldo Os frutos foram lavados em agua corrente e as cascas
foram separadas da fracdo comestivel para obtencdo do extrato de antocianina. As cascas
foram mantidas em contato com agua acidificada (pH 2) por 24 h sob agitacéo (200 rpm)
a 25 °C. Em seguida foram removidas por filtracdo a vacuo e o filtrado foi liofilizado até
obteng&o do extrato concentrado, o qual foi aliquotado em tubos eppendorf e mantido sob
congelamento. Preparo dos sistemas aquosos bifasicos (SAB) e particdo de antocianina
SAB foram preparados a partir da pesagem de massas apropriadas de isopropanol, solugado
estoque de sulfato de magnésio (25% m/m) e &gua, utilizando balanca analitica, de modo
a obter trés misturas globais pré- definidas. Os componentes foram pesados em tubos
Falcon de 15 mL para uma massa total de 8 g. Os tubos foram homogeneizados por
agitacdo manual vigorosa e mantidos em repouso em um banho termostatico a 25 °C por
24 h para que atingissem o equilibrio. Em seguida, 3 mL das fases superior e inferior
foram coletados com auxilio de pipeta automatica e seringa com cateter, respectivamente,
e transferidos para outros tubos aos quais 100 L de extrato de antocianina foi adicionado.
Os tubos foram agitados vigorosamente e deixados em repouso por 15 h em um banho
termostatico a 25 °C. Decorrido esse tempo, as fases foram cuidadosamente coletadas,
conforme descrito anteriormente, para posterior determinacdo da concentragdo de
antocianina. O coeficiente de particdo (Kp), razdo entre a concentracdo de antocianina
nas fases superior e inferior, foi calculado. A recuperacao tedrica na fase superior (YSUP,
%), razdo entre a massa do composto particionado na fase superior e massa total do
composto no sistema, foi calculada (Equacdo 1) e utilizada para avaliar o sistema com
melhor capacidade de purificacdo do pigmento. Y (%)=100((K_p R_V)/(1+(K_pR_Vv)))
(1) Onde Rv é a razdo entre os volumes das fases superior e inferior. Os experimentos
foram realizados em duas repeticdes. Determinacdo da concentracdo de antocianina A
concentracdo de antocianina foi determinada por meio do método espectrométrico de pH
diferencial conforme descrito por HESSEINIAN e colaboradores (2008), por meio da
leitura direta em 520 e 700 nm. Antes das leituras de absorvancia, as amostras foram
diluidas em tamp®es de pH 1 e 4,5 e deixadas em repouso por 30 min. A concentragdo de
antocianina (CA) foi calculada pela Equacdo 2 (GIUSTI e WROLSTAD, 2001) e
expressa em equivalentes de cianidina-3-glucosido. CA=(A*MM*FD*1000)/(€*L) (2)
Sendo A = (ABS520 — ABS700) pH1 — (ABS520 — ABS700) pH4,5; MM a massa molar
das antocianinas cianidina-3-glicosido; FD o fator de diluicao; € o coeficiente de extingdo
molar e L o caminho otico da cubeta.

Resultado e discussao

A particdo de antocianina a partir do extrato bruto da casca de Jameldo foi avaliada em
trés sistemas de composicdo global diferentes, formados por isopropanol + sulfato de



magnésio + agua a 25 °C. Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados do coeficiente de
particdo (Kp) e recuperacdo tedrica (Y) de antocianina nos sistemas avaliados. Conforme
a Tabela 1, é possivel notar que a particdo de antocianina foi influenciada pela
composicao global do sistema, uma vez que os sistemas avaliados apresentaram valores
de coeficiente de particdo distintos. Esse resultado indica que a variagdo nas
concentracdes de isopropanol e sulfato de magnésio influenciou na migracao do pigmento
para uma das fases. Para todos os sistemas avaliados, maior concentragdo de antocianina
foi observada na fase superior, resultando em valores de Kp maiores do que 1, o que
indica que o pigmento migrou preferencialmente para a fase superior, rica em
isopropanol, devido a maior afinidade desse pigmento por solucdes alcoolicas (KHOO et
al., 2017). Resultado semelhante foi encontrado por JAMPANI e colaboradores (2015),
que estudaram a particdo de antocianina de Brassica oleracea L. em SAB compostos por
polietileno glicol e sulfato de magnésio e obtiveram valores de Kp maiores do que 6 (6 <
Kp < 62,5), indicando que o pigmento apresentou maior afinidade pela fase superior.
Comportamento semelhante foi observado também em sistemas compostos por etanol e
sais. SANG e colaborares (2018), em seu estudo sobre a particdo de antocianinas de
Hibiscus sabdariffa, Morus atropurpurea, Nitraria tangutorun Bobr. e Lycium ruthenicum
Murr. em SAB compostos por etanol e fosfato monossédico/sulfato de aménio,
reportaram a maior preferéncia das antocianinas presentes nos extratos vegetais e nas
solucdes das amostras purificadas pela fase rica em alcool. AL-ALAWI e colaboradores
(2018), ao avaliarem a extracdo e purificacdo de antocianinas da casca de Dacrydes
rostrata em sistemas compostos por etanol e sulfato de amonio/fosfato
dipotéassico/dihidrogenofosfato de potassio, também observaram que a maior parte da
antocianina particionou para a fase superior. A distribuicao distinta da antocianina entre
as duas fases aquosas do sistema resulta do balango de interacGes entre o pigmento e 0s
componentes das fases. Uma vez que ocorreu maior migracdo do pigmento para fase
superior, infere-se que as interacBes entre este e o0 alcool sdo mais favoraveis do que as
interacdes pigmento-sal. Observa-se pela Tabela 1 que a medida que se aumenta a
concentracdo de sal e alcool no sistema, aumenta o coeficiente de particdo. Esse
comportamento da particdo de antocianina em funcédo do aumento da concentracdo global
do sistema foi similar ao observado por HUA e colaboradores (2013). Tal comportamento
pode ser explicado pelo aumento da solubilidade do soluto em menores concentracfes
salinas devido ao aumento da solvatacdo, de modo que menor quantidade de pigmento
estara disponivel para interagir com a fase rica em alcool (fase superior). Logo a maior
solvatacdo resulta em menor concentracdo de antocianina na fase superior e,
consequentemente, menor Kp— em SAB com menores concentracdes de sal. Em relacédo
a recuperacdo tedrica (Y), uma vez que os sistemas avaliados foram formados com
mesmo volume de fases superior e inferior (razéo volumar igual a 1), os valores de Y
dependeram apenas do coeficiente de particdo. Assim como os valores de Kp-, os valores
de Y aumentaram com o aumento da concentracdo de sal e &lcool no sistema, de modo
gue maxima recuperacdo (proxima a 90%) do pigmento apds uma etapa de extracao foi
obtida para o sistema composto por 24 %m/m de isopropanol e 13 %m/m de sulfato de
magnésio. No entanto, destaca-se que a eficiéncia de extracao foi superior a 80% (Y >
80%) para todos os sistemas avaliados, indicando que mais de 80% do pigmento presente
no extrato da casca de Jamel&o foi recuperado na fase superior desses sistemas, 0 que
indica boa separacdo. WU e colaboradores (2014), ao avaliarem a extragéo e purificacéo
preliminar de antocianinas do suco de uva em SAB compostos por etanol e sais (fosfato
monossodico e sulfato de amonio), reportaram valores de coeficiente de particdo e de
recuperacao superiores a 7 e 95% para sistemas compostos de NaH2PO4 e superiores a
2,4 e 7T7% para 0s compostos por (NH4)2SO4, respectivamente. Comportamento



semelhante foi observado no estudo de TANG e colaboradores (2017) sobre a separagédo
e purificacdo de antocianina de suco de uva em SAB compostos por liquido idnico e sal.
Valores de Kp—~ > 3,7 e Y > 69,5% foram obtidos para sistemas compostos por L44 e
NaH2PO4 (TANG etal., 2017). AL-ALAWI e colaboradores (2018) encontraram valores
préximos aos reportados por WU e colaboradores (2014) para os sistemas contendo etanol
e sulfato de amoénio (Kp- > 4,96 e Y > 80,95%), enquanto LIU e colaboradores (2013)
obtiveram maior eficiéncia de extracdo de antocianinas de batata doce roxa (Y = 90%)
em SAB composto por 25% de etanol e 22% de sulfato de aménio. Sistemas compostos
por etanol e de fosfato dipotassico também foram estudados por AL-ALAWI e
colaboradores (2018), que obtiveram melhores resultados (Kp—- ~ 158 e Y > 99,4%) para
o sistema contendo 30 %m/m do alcool e 15 9%m/m do sal.

Tabela
Tabela 1. Coeficiente de parti¢ao (Kp) e recuperacao tedrica (Y) de antocianina em SAB

composto por isopropanol + sulfato de magnésio + dgua a 25 °C.

Composi¢do do SAB inicial” (% m/m)

- : Ko Y (%)
Isopropanol Sulfato de magnésio Agua
20 11 69 4,13 80,49
22 12 66 5,90 85,51
24 13 63 8,29 89,24

" Sistema do qual foram coletados 3 mL de fases superior e inferior para formar o
sistema para parti¢ao.

Conclusoes

Para todos os sistemas houve predominéncia do pigmento da fase superior (rica em
alcool). O coeficiente de particdo de antocianinas aumentou com o0 aumento da
composicdo global do sistema, de modo que maior Kp- foi obtido para o sistema
composto por 24 %m/m de isopropanol e 13 %m/m de sulfato de magnésio. Esse mesmo
sistema apresentou condicGes mais favoraveis para recuperacdo de antocianina (~ 90%).
Os SAB compostos por isopropanol e sulfato de magnésio nas condi¢cdes avaliadas
mostraram-se adequados como um metodo inicial para obtencdo de antocianina a partir
do extrato da casca de Jamel&o.
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