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Este trabalho apresenta reviséo de literatura sobre a
reacdo de copigmentacéo intra e intermolecular e sua
relevancia na estabilizagao de antocianinas. Flavonoides
ndo-antocianicos, alcaldides, aminoacidos e
nucleosidios, entre outros, podem atuar como
copigmentos de antocianinas. O aumento na estabilidade
das antocianinas ocorre devido a protegdo fornecida
pelo copigmento frente & reagao de hidratagcdo do cation
flavilium. Estudos ainda sdo necessarios para avaliar a
estabilidade de antocianinas adicionadas de copigmentos
em sistemas modelos de alimentos, visando aumentar o
espectro de aplicagcdo dessas como corantes em
alimentos e bebidas.
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1INTRODUCAO

As antocianinas, da familia dos flavonodides, constituem grupo de
pigmentos solUveis em agua responsavel pela maioria das cores
vermelha, laranja e azul de flores, frutas e vegetais (BROUILLARD,
1983). Sao substancias fendlicas, glicosidios de antocianidinas,
polihidroxi derivadas do cation flavilium (FIGUEIREDO et al., 1996).
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Apresentam-se sob a forma de diferentes estruturas em equilibrio,
com predominancia do cétion flavilium (vermelho) somente em
condicdes acidas (SARNI-MANCHADO et al., 1996) (Figura 1).

FIGURA 1- ESTRUTURAS DE ANTOCIANINAS EM EQUILIBRIOEM
MEIO AQUOSO ACIDO

cz

A: bases quinoidais.

B: hemiacetal ou pseudobase carbi-nol. AH +: cation flavilium. CE e CZ:
Chalconas.

R1:H, CH3

R2: H, CH3, acUcar, aglcar acilado.
Fonte: FIGUEIREDO et al., 1996.
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A exigéncia do consumidor quanto a qualidade dos alimentos, bem
como acdes legislativas para reducéo do uso de corantes sintetizados
guimicamente em alimentos, tém aumentado o interesse pelo
desenvolvimento de corantes de fontes naturais (SAONA-RODRIGUEZ,
GIUSTI e WROLSTAD, 1998). Para o suprimento da cor vermelha, as
antocianinas representam alternativa atrativa (SARNI-MANCHADO et
al., 1996) pelas cores brilhantes que fornecem. Além disso, apresentam
atividades anticarcinogénicas (HAGIWARA et al., 2001, KAPADIA et
al., 1997), antioxidantes (WANG et al., 2000; YOUDIM, MARTIN e
JOSEPH, 2000) e antivirais (KAPADIA et al., 1997) reconhecidas
cientificamente. Entretanto, a utilizac&o de antocianinas nas inddstrias
de alimentos e de cosméticos ainda é restrita devido a sua baixa
estabilidade em meios aquosos e pH acima de 2,0. Essa desvantagem
e a percepcdo do consumidor de que pigmentos naturais sdo mais
saudaveis geraram varios estudos. Tais pesquisas relatam aumento
na estabilidade das antocianinas pelas ligagbes O-glicosidicas,
presenca de grupos acil na molécula de aglcar (FRANCIS, 1989),
presenca de ions metdlicos (STRINGHETA,1991), auto-associagdo
(BOULTON, 2001, MAZZA e BROUILLARD, 1987), inclusédo molecular
(PROVENZI, 2001; TAMURA et al., 1998; DANGLES, WIGAND e
BROUILLARD, 1992) e copigmentacdo (AUBERT, DANGLES e AMIOT,
2001; DIMITRIC-MARKOVIC, PETRANOVIC e BARANAC, 2000;
BARANAC, PETRANOVIC e DIMITRIC-MARKOVIC, 1996;
KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996; DANGLES e BROUILLARD,
1992).

Este trabalho apresenta revisdo bibliografica sobre a reacédo de
copigmentacéo inter e intramolecular e sua relevancia na estabilizacdo
de antocianinas.

2 COPIGMENTACAO DAS ANTOCIANINAS

Na natureza, moléculas de antocianinas estdo freqiientemente
associadas com moléculas incolores (copigmentos) que exercem
efeitos determinantes sobre a cor dos vegetais (KORZUCHOWSKA e
WILSKA, 1996). Na faixa de pH ligeiramente acida para neutra, em
gue se enquadra grande parte dos vegetais, as antocianinas
apresentam-se incolores (GONNET, 1998). Entretanto, as antocianinas
encontram-se sempre associadas as partes coloridas das plantas,
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indicando que fatores fisico-quimicos incomuns devem estabiliza-las
naturalmente (KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996; OSAWA 1982;
ASEN, STEWART e NORRIS, 1972). Um desses fatores pode ser a
presenca de compostos chamados copigmentos, tais como flavonoides
ndo-antocianicos, alcaldides, aminoéacidos e nucleosideos, entre outros
(KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996; OSAWA, 1982).

A copigmentacdo pode ocorrer intra ou intermolecularmente
(MARKAKIS, 1982) e sendo fenbmenos com a mesma natureza, ambos
competem pelo meio vacuolar das plantas (ELHABIRI, 2001). Fatores
como o etanol, luz, pH, temperatura, estruturas e concentracdes do
copigmento e da antocianina, entre outros, influenciam
significativamente a reacéo de copigmentacao.

Areacao de copigmentacéo relatada por WILLSTATTER e ZOLLINGER
foi posteriormente estudada por ROBINSON e ROBINSON (1931).
Esses avaliaram o efeito de diferentes copigmentos e sua habilidade
em conferir desvios para a tonalidade azul as solugdes acidificadas de
“oenina” (malvidina 3-glucosidio). Perceberam a formagao de complexo
gue se dissociava em altas temperaturas e na presenca de
determinados solventes extratores.

Diferentes técnicas tém sido utilizadas por pesquisadores para estudar
a reacdo de copigmentacdo de antocianinas, como as de
Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (H-NMR), Ramam,
Massa e Ultravioleta-Visivel (UV-Visivel), dicroismo circular (CD) e
métodos microespectrofotométricos, dentre outras. A técnica de
espectroscopia UV-Visivel é a ferramenta mais popular para
investigacdo da reacdo de copigmentacdo, sendo utilizada
principalmente na pesquisa de compostos ja relatados estruturalmente,
e em estudos cinéticos e termodindmicos.

2.1 COPIGMENTACAO INTRAMOLECULAR DE ANTOCIANINAS

A copigmentacao intramolecular ocorre somente quando o pigmento
e o0 copigmento fazem parte da mesma molécula, ou seja, quando o
cromoforo da antocianina e o copigmento (residuo de &cido cindmico)
estéo covalentemente ligados ao mesmo residuo de acucar (Figura 2)
(BROUILLARD, 1983). Seu efeito € mais eficiente na estabilizagao

B.CEPPA, Curitiba, v. 21, n. 2, jul./dez. 2003



das antocianinas do que a copigmentacéo intermolecular. Sob o ponto
de vista termodinamico apresenta vantagem entrépica sobre o efeito
intermolecular (FRANCIS, 1989), uma vez que ndo € necessario unir
as moléculas inicialmente separadas em solugdo (BROUILLARD,
1983). Os residuos aromaticos de grupos acil alinham-se com o cétion
flavilium dificultando a adicdo da agua nas posi¢fes 2 e 4 do anel
pirilium. Dessa forma, a dificuldade na hidratacdo da molécula e o
aparente impedimento das reagdes de transferéncia de prétons pelo
processo de “empilhamento” das moléculas aumentam sensivelmente
a estabilidade dos cromoéforos. E provavel que as forgas que atuam
nesse processo sejam hidrofébicas (BROUILLARD, 1983; MAZZA e
MINIATI, 1993).

FIGURA 2- MODELO HIPOTETICO DA COPIGMENTACAO
INTRAMOLECULAR DE ANTOCIANINAS

=

I:I

Fonte: BROUILLARD, 1983.

A maioria dos pigmentos acilados apresenta residuos de acidos
cindmico e/ou malbnico esterificados aos agucares. A cadeia flexivel
de sacaridios age como ligante, permitindo o dobramento dos anéis
aromaticos sobre a estrutura planar do anel pirilium (FIGUEIREDO et
al., 1996).
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A copigmentacéo intramolecular € possivelmente responséavel pela
extraordinaria estabilidade dos cromdéforos de antocianinas poliaciladas
(BROUILLARD, 1983; MAZZA e MINIATI, 1993). A coloragdo da zebrina,
extraida da Zebrina pendula (GOTO e KONDO, 1991) é exclusivamente
produzida pelo pigmento em si, sem nenhuma interferéncia de outros
agentes. A pouca estabilidade das antocianinas monoaciladas indica
gue somente um lado do anel pirilium é efetivamente protegido, o que
permite a a¢do da agua (HOSHINO, MATSUMOTO e GOTO, 1980).

Diversas pesquisas estdo sendo realizadas a fim de estudar
detalhadamente o comportamento da reagéo de copigmentacéo de
antocianinas. FIGUEIREDO et al. (1996), utilizando espectroscopia
UV-Visivel e H'NMR, investigaram o mecanismo de copigmentacao
intramolecular de antocianinas e desenvolveram modelo matematico
para relatar as propriedades corantes exibidas por antocianinas
extraidas de flores violetas (Mathiola incana). Os resultados obtidos
supBem a existéncia de interacdes intramoleculares ndo-covalentes
gue fortemente estabilizam as formas coloridas das antocianinas.

Antocianinas aciladas sé&o mais estaveis do que as nao-aciladas frente
a degradacéo térmica. DYRBY, WESTERGARD e STAPELFELDT
(2001) investigaram a estabilidade térmica de diferentes extratos de
antocianinas em sistemas tampéo pH 3,0 e temperaturas entre 25° e
80°C, incluindo o extrato de repolho roxo (Brassica oleraceae L.) (no
qual as antocianidinas cianidina-3,5-diglicosidio e cianidina-3-
sorofosidio-3-glicosidio, aciladas com os acidos cinamico, ferdlico, p-
cumarico, caféico ou malénico, sdo predominantes). Os resultados
indicaram maior estabilidade a degradacao térmica dos extratos de
repolho roxo, blackcurrant, uva e elderberry, respectivamente. A
excelente estabilidade das antocianinas de repolho roxo se deve as
moléculas ricas em copigmentos que protegem o cation flavilium do
ataque nucleofilico da agua. Em contraste, os extratos de blackcurrant,
uva e elderbverry ndo apresentam antocianinas aciladas com acidos
aromaticos.

A estabilidade de antocianinas néo-aciladas foi demonstrada no
trabalho de SARNI-MANCHADO et al. (1996), no qual o extrato bruto
de uva (Vitis vinifera var. Grenache noir) foi purificado e analisado por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) fase-reversa. O estudo
da estabilidade da frag&o, contendo malvidina 3-glicosidio, foi realizado
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com solucédo tampéo pH 3,0 e 5,0, na presenca de oxigénio e auséncia
de luz a 55°C. Apos 8 dias foi verificada redugdo de 80-90% da cor
inicial das soluc¢des, indicando pouca estabilidade.

A presenca de acido caféico na molécula aumenta a estabilidade de
antocianinas. DANGLES, SAITO e BROUILLARD (1993) sugeriram a
existéncia de interacéo entre o cromdforo de pelargonidina e grupos
cafeoil de antocianinas extraidos de pétalas de Pharbits nil (cultivares
vermelho-purpura). Utilizando H-NMR, espectroscopia de Massa e
espectroscopia UV-Visivel, verificaram que a cafeilagdo de agliconas
pelargonidina diminui a constante termodindmica de hidratacéo,
retardando o deslocamento do equilibrio da forma cétion flavilium
(vermelho) para hemiacetal (incolor). Os pigmentos tri, di e
monocafeilados apresentaram maior estabilidade na ordem citada. Foi
demonstrado também, que antocianinas 3,5-diglicosidios foram mais
rapidamente hidratadas do que as correspondentes 3-monoglicosidios.

Outros experimentos tém sido realizados a fim de investigar a acilagcéo
do croméforo pelargonidina. GIUSTI, SAONA-RODRIGUEZ e
WROLSTAD (1999) observaram os efeitos da glicosilacéo e da acilagéo
sobre as caracteristicas espectrais, absortividade molar e atributos
de cor de pelargonidina acilada e ndo-acilada. Os pigmentos foram
extraidos de diferentes fontes (morangos, radishes, batata vermelha)
e isolados por CLAE. Foi verificado coeficiente de absortividade menor
para a aglicona e pelargonidina-3-glicosidio em relacéo a pelargonidina-
5-glicosidio ou pelargonidina-3,5-glicosidio. A andlise de cor foi
realizada utilizando colorimetro de Hunter ColorQuest. A acilagdo com
diferentes &cidos cinamicos (p-cumarico e maldnico e somente p-
cumarico) demonstrou efeitos consideraveis sobre as caracteristicas
espectrais e de cor. O solvente influenciou significativamente as
caracteristicas de cor de todos os derivados de pelargonidina, sendo
gue o metanol conferiu ndo somente efeito hipercrémico (com maior
valor chroma), mas também produziu valores hue menores. A natureza
do agucar e as diferentes posi¢des em que o0 acido cinamico se liga
ao acUcar sdo fatores capazes de conferir caracteristicas de cores
diferentes a molécula de antocianina.

Pelargonidina-3-glicosidio, malvidina 3,5-diglicosidio e a monardeina

(pelargonidina 3,5 diacilada com os &cidos cumarico e malénico)
extraidas de pétalas de Monarda fistulosa foram investigadas quanto
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a capacidade de copigmentagcdo com rutina e com os acidos
clorogénico e caféico (DAVIES e MAZZA, 1993). O efeito da
copigmentacéao foi maior para monardeina do que para a correspondente
pelargonidina-3-glicosidio. O pH influenciou significativamente a reagao,
sendo o efeito maximo da copigmentagédo observado entre pH 3,2-3,7
para o acido clorogénico e entre 3,5-4,7 para o acido caféico e a rutina.
Os trés compostos fendlicos reagiram de forma diferente para cada
pigmento estudado, indicando que as estruturas do pigmento e do
copigmento influenciam a magnitude da reacdo de copigmentacao.
Comparando os complexos formados entre os copigmentos e 0s
pigmentos malvina e monardeina foi observado que os substituintes
acil e metil influenciam significativamente a copigmentacéo. A presenca
de grupos metil na molécula de malvidina 3-monoglicosidio conferiu
efeito de copigmentacéo maior do que a substituicio com diacil da
monardeina.

2.2 COPIGMENTAGCAO INTERMOLECULAR DE ANTOCIANINAS

Na complexacéo intermolecular (Figura 3) predominam, provavelmente,
forcas de Van der Waals e efeitos hidrofébicos em meio aquoso como
resultado do “empilhamento” entre a molécula de antocianina e o
copigmento (DANGLES, WIGAND e BROUILLARD, 1992).

Antocianinas, quando hidratadas, sdo convertidas a forma pseudobase
incolor (Figura 1). A reacdo de copigmentacdo estabiliza as
antocianinas em suas formas coloridas e retarda a reacdo normal de
hidratagdo (BROUILLARD, 1983; SARNI-MANCHADO et al., 1996).
Por isso, assume-se que a copigmentacao constitua processo seletivo
das formas coloridas (BROUILLARD et al., 1989).

O aumento da estabilidade ocorre porque o copigmento compete com
a agua e interage com as antocianinas, complexando as formas
coloridas e modificando a natureza do copigmento (MAZZA e MINIATI,
1993). Certos copigmentos provocam aumento nos valores de
absorvéancia (efeito hipercrémico) e deslocamento batocrémico
(geralmente entre 5 e 20 nm ou mais no comprimento de onda de
méaxima absor¢cao) (BOULTON, 2001; MAZZA e MINIATI, 1993;
BROUILLARD, 1983; TIMBERLAKE, 1980), evidenciando a reagdo de
copigmentacdo. Tais efeitos conferem tonalidade azul-parpura as
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solu¢des vermelhas de antocianinas (BOULTON, 2001) e refletem
satisfatoriamente a estabilidade do complexo formado (BROUILLARD,
1983). ASEN, STEWART e NORRIS (1972) observaram deslocamento
batocrémico de 20 nm e aumento de 228% na absor¢cao maxima da
regido visivel em sistema composto de cloreto de cianina adicionado
de rutina em pH 3,32.

FIGURA 3 — COPIGMENTACAO INTERMOLECULAR (1:1) ENTRE
APIGENIDINA E QUERCETINA-5- ACIDO SULFONICO

Fonte: IACOBUCCI e SWEENY, 1983.

O efeito hipercrémico ndo ocorre devido ao aumento do coeficiente de
absorcao, mas ao aumento da concentracéo de moléculas coloridas.
O efeito batocrémico pode ser explicado pela reducgéo local na
polaridade do cromdforo flavilium, causado pelo envolvimento desse
com o copigmento mediante associa¢des hidrofobicas (DANGLES,
SAITO e BROUILLARD, 1993; BROUILLARD etal., 1989). O complexo
pigmento-copigmento formado depende da concentracdo de ambos
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0s compostos. Elevando-se a concentracdo desses, o efeito
hipercrémico e o deslocamento batocrémico no comprimento de onda
de maxima absorgdo também aumentam (BROUILLARD, 1983;
OSAWA, 1982).

A presenca de etanol reduz o efeito da copigmentagdo de antocianinas.
Em estudo realizado com extratos de morango e chokeberry
adicionados de acido clorogénico foi verificado que 5% de etanol
(utilizado como co-solvente) diminuiu o efeito da interagcdo do acido
com os pigmentos antocianicos. Em pH 3,4, a presenca de etanol
(10%) resultou na diminuicdo de 20-25% nos valores de absorvancia
de solugbBes de antocianina:acido clorogénico (1:25)
(KORZUCHOWSKA e WILSKA, 1996).

MINIATI, DAMIANI e MAZZA (1992) utilizaram 3,5- diglucosidios de
cianidina, pelargonidina e malvidina adicionados de acido gélico,
guercetina e catequinaem pH 2,5, 3,5 e 4,5 para avaliar sua estabilidade
em solugcdo aquosa e de etanol 10%. A adicdo de quercetina as
solu¢Bes aumentou as absorvancias em 47% para pelargonidina, 4%
para malvina e 1% para cianidina. Em presenca de etanol, a reacdo de
copigmentacao foi fortemente afetada. O &cido gélico e a quercetina
mostraram efeito superior a catequina quanto ao aumento da
estabilidade das antocianinas. O copigmento mais eficiente foi a
guercetina, pois a concentracao utilizada era trés vezes menor do que
a do acido galico.

O extrato bruto de antocianinas de jamboldo (Eugenia jambolona
Lamark) foi avaliado por MARQUES, FETT e BRIGHENTE (2001).
Esses analisaram a influéncia dos &cidos tanico e galico (diferentes
proporcdes) em solucBes alcodlica e aquosa com pH 2,0.
Paralelamente, avaliaram a estabilidade das antocianinas em presenca
dos acidos salicilico, ftalico, citrico e benzoico em solucéo alcodlica.
Todas as solu¢@es foram investigadas a 10°C e 30°C. O aumento da
temperatura, a presenca de luz e a presenca de alcool influenciaram
significativamente a degradac¢éo das antocianinas, mesmo quando
adicionadas de acidos organicos (tanico e galico). A adi¢éo de acido
salicilico e acido gélico, em solucéo alcodlica e aquosa, conferiu
aumento na capacidade de reten¢do de cor das antocianinas.

O extrato bruto de repolho roxo (Brassica oleraceae L.) adicionado de
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acido tanico, em pH 3,0 e temperaturas de 4°C (+ 1°C) e 30°C (+2°C),
foi avaliado por FALCAO et al. (2002). Em comparag&o ao controle
observaram aumento de 245 e 190 horas no tempo de meia-vida das
amostras com &cido tanico a 4°C e 30°C, respectivamente. Em
experimentos com vinho tinto, DARIAS-MARTIN et al. (2001) verificaram
o efeito da adigcéo de acido caféico e catequina ao mosto do vinho na
fase de pré-fermentagdo. Apos 90 dias, verificaram que o acido caféico
conferiu aumento de 60% nos valores de absorvancia do vinho, enquanto
gue o vinho adicionado com catequina apresentou valores de
absorvancia inferiores ao controle.

Antocianinas do extrato bruto de laranjas pigmentadas foram avaliados
em diferentes valores de pH e temperaturas em sistemas reais de
alimentos, simulando bebidas carbonatadas e alcodlicas
(KATSABOXAKIS, PAPANICOLAOU e MELANITOU, 1998). Em pH
2,5 e a80°C otempo de meia-vida das antocianinas foi de 791 minutos
(13, 2 h), enquanto que em pH 4,5 foi de 197 minutos (3,3 h). Quando
aquecidas em temperaturas de 60°C, 70°C e 80°C a diminui¢do de cor
do extrato antocianico em pH 3,5 foi inferior a 20%, enquanto que a
90°C e 100°C foi superior a 50%. A estabilidade desse extrato em
bebidas carbonatadas (pH 3,0) foi avaliada a 4°C e 30°C. Apds sete
meses, foi verificada perda de 50% da cor nas amostras mantidas a
30°C e de apenas 30% nas amostras que permaneceram a 4°C. O
efeito da luz acelerou a reducédo da cor de bebidas etandlicas
adicionadas de extrato bruto de laranja. Apds trés meses, tal
descréscimo situou-se em torno de 20% nas amostras mantidas sob
auséncia de luz, enquanto que as amostras expostas a luz perderam
cerca de 50% da cor.

Experimentos simulando sistemas modelos de alimentos sdo
importantes sob o ponto de vista pratico para avaliacdo do
comportamento das antocianinas e para potencializar sua aplicacéo.
Porém, estudos visando a verificagdo da estabilidade da reacéo de
copigmentacdo de antocianinas em sistemas que imitam a composicao
de alimentos ainda s&o necessarios.

3CONCLUSAO

A reacdo de copigmentacéo, inter e intramolecular, aumenta a
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estabilidade das antocianinas e, com isso, seu potencial de aplicagao.
Estudos para avaliar a estabilidade de antocianinas adicionadas de
copigmentos em sistemas modelos de alimentos ainda sé&o
necessarios, visando aumentar o espectro de aplicacéo dessas como
corantes em alimentos e bebidas.

Abstract

ANTHOCYANINS INTRA AND INTERMOLECULAR COPIGMENTATION: A
REVIEW

This research presents literature review about the reaction of intra and intermolecular
copigmentation and its revealance in anthocyanins stabilization. Non-anthocyanic
flavonoids, alkaloids, amino acids, nucleosides, and others, can act as anthocyanins
copigments. The increase in the stability of anthocyanins occurs due to protection
supplied by the copigment towards the hydratation reaction of colored flavylium
cation. Studies to evaluate anthocyanins stabilization added of copigments in food
models system are still necessary, aiming to enhance the application spectra as
colorants in foods and beverages.

KEY-WORDS: COPIGMENTATION; ANTHOCYANINS.
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