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“Ha uma forca motriz mais poderosa que o vapor, a electricidade e a energia

atomica: a vontade!”

Albert Einstein

A escrita do presente documento ndo obedece as regras previstas no Acordo Ortografico de 1990.
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Resumo

As antocianinas sdo uma classe de pigmentos naturais cuja utilizacdo €
interessante enquanto alternativa aos corantes artificiais. Estas moléculas degradam-se
facilmente sendo necessario estabiliza-las para que possam ser incluidas em produtos
comerciais. A adsorcdo em matrizes soOlidas porosas € uma possivel forma de
estabilizago.

A variacdo da cor ¢ um indicador importante na avaliacdo da qualidade nas
indlstrias alimentar e cosmética e € monitorizada por espectrofotometria UV-Vis em
liquidos ou por métodos colorimétricos de reflectancia em solidos.

Este trabalho avalia a imobilizacdo de antocianinas extraidas a partir de fontes
naturais em cinco matrizes s6lidas. Extractos ricos em antocianinas foram obtidos a
partir de bagas de Myrica faya, Rubus grandifolia e Vaccinium cylindraceum e foram
imobilizados em 5 adsorventes: 3 argilas, talco farmacéutico e resina sintética ndo-
funcionalizada Lewatit. A eficacia de adsorcdo foi medida por quantificacdo
espectrofotometrica UV-Vis da antocianina em solugdo antes e apds contacto com o
adsorvente. A estabilidade dos complexos antocianina/adsorvente expostos a condigdes
de radiacdo e temperatura elevada foi avaliada por métodos colorimétricos (CIELab).

Os extractos de Myrica faya e Rubus grandifolia apresentaram apenas glucosideos
de cianidina enquanto os extractos de Vaccinium cylindraceum continham 10
conjugados glicosidicos de delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina e ponidina. Os
parametros de adsorcdo foram optimizados: concentracdo de solucdo de extracto de
antocianina 5¢/L, tempo de adsorcdo 20 minutos, pH 4,3, temperatura ambiente. Os
complexos foram submetidos a processos de degradacdo acelerada e a estabilidade foi
avaliada pelas variacBes colorimétricas traduzidas por parametros CIELAB. Os
resultados s@o apresentados em valores de L*, a* e b* e em swacthes de cor obtidos
pelo software Adobe Photoshop.

A guantidade de antocianina adsorvida no equilibrio de adsorcdo variou entre 2 a
43 mg de antocianina por grama de adsorvente; a resina Lewatit foi o0 melhor adsorvente
e o talco o pior. As 3 argilas mostraram resultados idénticos de cerca de 20 mg/g.

A resina que adsorve mais quantidade corresponde ao complex menos estavel. As

argilas provaram ser os adsorventes mais adequados.

Palavras-chave: Antocianinas; Estabilidade; Adsorcao; Argilas; CIELab; Bagas

vermelhas.
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Abstract

Anthocyanins are a class of natural pigments that are interesting alternatives to
artificial colorants. They degrade easily, so they need to be stabilized to be include in
commercial products. Adsorption into porous solids is a possible form of stabilization.
Color variation is an important indicator of quality assessment in food and cosmetics
industries and it is monitorized by UV/Vis spectroscopy in liquids or by reflectance
colorimetric methods in solids.

This work, evaluates the immobilization of anthocyanins into five solid matrices.

Anthocyanin rich extracts were obtained from Myrica faya, Rubus grandifolia and
Vaccinium cylindraceum berries and were immobilized on 5 sorbents: 3 clays, 1 talc
and 1 synthetic resin (non-functionalized Lewatit). Adsorption efficiency was measured
by UV-Vis quantification of anthocyanin in solution before and after contact with
adsorbent. The stability of anthocyanin / adsorbent complexes exposed to radiation
conditions and temperature was evaluated by colorimetric methods (CIELab).

Myrica faya e Rubus grandifolia showed only cyanidin glucosides while
Vaccinium cylindraceum presented 10 glucoside conjugates of delfinidin, cyanidin,
petunidin, malvidin and peonidin. Adsorption parameters were optimized: initial
anthocyanin extract solution concentration 5g/L, time of contact 20 minutes, pH 4,3, at
room temperature. Complexes were submitted to processes of accelerated degradation
and stability was evaluated by color variations, as CIELAB parameters. Results are
presented as L*, a* and b* and as color swatches using Adobe Photoshop software.

Adsorption at equilibrium ranged from 2 to 43 mg of anthocyanin/g of adsorbent,
the best the resin and the worst the talk. The 3 clays showed similar results, about 20
mg/g. The resin, which adsorbs the highest quantity, forms the least stable complex.

Clays proved to be the most adequate adsorbents.

Keywords: Anthocyanins; Stability; Adsorption; Clays; CIELab; Red berries.
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Nota introdutodria

O presente projecto foi desenvolvido no Laboratério de Produtos Naturais e
Quimica Organica (NatLab) do Centro de Quimica da Madeira (CQM).

Este projecto surge no seguimento da crescente necessidade do desenvolvimento
de estratégias que visem aumentar a estabilidade de corantes naturais com vista a
substituicdo dos corantes sintéticos nas industrias alimentar e cosmética.

Neste projecto foi estudado a possibilidade de aumentar a estabilidade de
antocianinas, extraidas a partir de fontes naturais, por imobilizacdo/adsorcdo em
matrizes sélidas organicas (resina sintética Lewatit) e inorganicas (argilas e talco).

Para um melhor entendimento, a dissertagao esta organizada em capitulos.

O Capitulo I consiste numa contextualizagdo sobre a tematica em estudo por meio
de uma revisdo bibliografica que estad organizado em trés subcapitulos. O sub-capitulo
das antocianinas versa sobre a classificacdo, a estrutura e 0 comportamento quimico
destas moléeculas e explica os beneficios para a saude humana e as fontes naturais onde
podem ser encontradas. No segundo sub-capitulo consta o tema da adsor¢do enquanto
técnica de estabilizacdo; é explicado os fundamentos do processo de adsorcdo e as
caracteristicas dos materiais/adsorventes utilizados neste tipo de processos. O capitulo €
finalizado com o sub-capitulo dos adsorventes ndo-convencionais onde € introduzido o
conceito dos adsorventes ndo-convencionais e respectivas caracteristicas, propriedades e
aplicacdes industriais (das argilas e das resinas).

O Capitulo Il - Parte experimental, resultados, discusséo e conclusdes - compila a
informacdo de cada uma das partes experimentais que constituem a dissertagdo. Este
capitulo esta organizado em sub-capitulos: o primeiro diz respeito a extraccdo de
antocianinas e optimizagdo dos pardmetros de adsorcdo, o segundo e o terceiro referem-
se a avaliacdo da estabilidade das antocianinas imobilizadas, por determinacdo da
actividade antioxidante (DPPH) e por analise colorimétria (CIELab), respectivamente.

O Capitulo 111 é dedicado as conclusdes do presente projecto.

O “capitulo” 1V diz respeito as referéncias utilizadas.

A dissertago é concluida com alguns anexos.
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Enquadramento tematico

As antocianinas representam uma categoria de flavondides, que pertencem a
classe dos compostos fendlicos que por sua vez dizem respeito a uma parte dos
compostos produzidos pelo metabolismo secundario das plantas [1].

Estes flavonoides sdo pigmentos solUveis em &gua e muito importantes na
coloracdo exibida pelas plantas ja que sdo responsaveis por conferir cores brilhantes —
que variam desde o vermelho ao azul, rosa e até parpura - tanto as plantas como aos
frutos [1,2].

Para além da cor, as antocianinas apresentam beneficios para a salde pois
apresentam diversas actividades bioldgicas: anticancerigenas, anti-inflamatorias,
hepatoprotectoras, entre outras. Contudo sdo mais conhecidas pelas suas potentes
propriedades antioxidantes [1,3,4].

As antocianinas ndo apresentam toxicidade, particularidade que as torna
interessantes enquanto corantes naturais, dai o crescente interesse da industria em
substituir os corantes sintéticos por estes corantes naturais, ndo s0 por questfes de
seguranca e preferéncia dos consumidores, mas também por obrigacfes legislativas.
Neste sentido, as antocianinas sdo um dos aditivos naturais mais utilizados em produtos
alimentares e cosméticos, nos quais o contacto directo com o corpo humano € inevitavel
[1-4].

Os corantes naturais sdo altamente instaveis, o que limita a sua utilizacdo ja que a
cor é uma das propriedades mais importantes na avaliacdo da qualidade dos alimentos, e
um atributo fundamental para fins de marketing. Um bom exemplo do qudo instaveis
S80 0s corantes naturais sdo as antocianinas cuja instabilidade se reflecte directamente
na cor que exibem: estas moléculas perdem facilmente a cor, principalmente quando sdo
submetidas a condigdes neutras ou ligeiramente basicas e quando sdo expostas a
radiacdo e a temperaturas elevadas [1,3].

Para que seja possivel utilizar as antocianinas como aditivos alimentares, a
estabilidade destes compostos é crucial. Dai que cada vez mais estejam a ser
desenvolvidos estudos no sentido de aumentar a estabilidade destas moléculas, estando
ja descritas algumas hipéteses para ultrapassar esta limitacdo [1,2].

Um dos métodos promissores no aumento da estabilidade de moléculas organicas

é a incorporacdo em materiais hospedeiros inorganicos. Estd comprovado o aumento da
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estabilidade de corantes por imobilizacdo em argilas, ze6litos e em silicatos
mesoporosous [2,3].

Os materiais constituidos por pigmentos biologicos imobilizados em solidos sao
denominados de biohibridos e constituem materiais ecoldgicos atractivos,
principalmente quando os sélidos sdo de origem geoldgica. Por este motivo, a
preparacdo dos biohibridos e possiveis aplicacdes dos mesmos tem sido tematica de
grande interesse em diversos estudos [2].

O exemplo mais conhecido de um biohibrido é o corante Maya Blue cuja
estabilidade anormal despertou interesse nos cientistas para averiguar, ndo s a sua
estrutura, como a origem da elevada estabilidade que este corante apresenta.
Concluiram que se trata de um biohibrido no qual o pigmento indigo de origem
biolégica é altamente estabilizado por incorporacdo no interior das laminas de uma
argila natural microporosa (palygorskite) [2,3].

Neste sentido, foram iniciados varios estudos cujo intuito é o aumento da
estabilidade das antocianinas através da sua imobilizacdo em argilas. Varios trabalhos
reportam a estabilizacdo destes pigmentos naturais por intercalacdo no espaco
interlaminar de argilas montmorilonites e no interior dos poros de silicatos mesoporosos
de aluminio. Estd também reportada a hibridizacdo de antocianinas biol6gicas com
argilas do tipo esmectite, bem como foi comprovada a estabilizagdo de pigmentos

cationicos neste tipo de argilas [2,3].
Objectivo

E neste contexto que surge o presente projecto. O principal objectivo é a
estabilizagdo de antocianinas, extraidas a partir de fontes naturais, por
imobilizacdo/adsorgdo em matrizes solidas porosas. Simultaneamente, o objectivo passa
por aprofundar o conhecimento acerca do comportamento das matrizes solidas porosas

face ao processo de imobilizacdo/adsorcao de antocianinas.
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1. ANTOCIANINAS

1.1. Introducéo

A tendéncia mundial da utilizacdo de corantes naturais para substituicdo dos
corantes sintéticos resultou num crescente interesse nas antocianinas, por parte da
industria alimentar [5].

As antocianinas tém vindo a ganhar cada vez mais importancia enquanto corantes
alimentares seguros e eficazes, com a designacdo E163, sendo que no ano de 1980 a
producdo mundial anual foi estimada em cerca de 10.000 toneladas, exclusivamente a
partir de uvas [5,6].

O potencial que estas moléculas apresentam na substituicdo dos corantes
sintéticos prende-se com as suas proprias caracteristicas, visto apresentarem cores
atractivas e brilhantes, bem como serem solGveis em agua, para além de terem
propriedades bioldgicas benéficas [7,8]. O facto de ndo apresentarem toxicidade é
igualmente crucial para que as antocianinas sejam cada vez mais utilizadas como
corantes naturais e até como um indicador de qualidade na producéo alimentar [7,8].

Gragas ao grande potencial que apresentam, as antocianinas tém sido
referenciadas em diversas areas de estudo, tanto no desenvolvimento de técnicas
analiticas para a sua purificacdo e separacdo, como na verificacdo de alteracfes de cor
[9].

As antocianinas sdo moléculas de grande interesse para 0s bidlogos, quimicos e
enologistas, visto que contribuem para as cores brilhantes e atractivas que a maior parte
dos alimentos, vegetais e outros produtos apresentam [7,10].

Apesar de existirem inimeras estruturas individuais de antocianinas identificadas
na Natureza, aproximadamente 700 de acordo com a literatura, o perfil de antocianinas
para cada planta é diferente [7,10].

Estas moléculas podem ser encontradas em diversos vegetais — batata, espinafres,
paprica, milho roxo, rabanete vermelho, couve roxa e couve verde — e numa grande
variedade de frutas — cerejas, amoras, morangos, tomate inglés, lichias, romas, entre

outros [10].
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1.2. Classificagéo fitoquimica

A coloracdo que as plantas apresentam é conferida por varias classes de corantes
naturais, tais como as clorofilas, os carotendides, as betalainas, os taninos e o0s
flavonoides (dos quais sdo exemplo as antocianinas) [11,12].

As antocianinas pertencem a classe fitoquimica dos flavondides, na qual estdo
incluidos a maioria dos pigmentos hidrossolUveis das plantas terrestres. Esta classe de
compostos € comum a maioria das plantas, sendo predominantemente encontrada nos
chas, mel, vinhos, frutos, vegetais, nozes, azeite, cacau e cereais [11,13].

Sao igualmente  classificadas ~ como  polifendis  ou compostos
fendlicos/polifendlicos e destacam-se de todos 0s compostos da mesma classe por serem
0s Unicos com capacidade de absorver a luz ultra-violeta e a luz da gama visivel (do
amarelo/alaranjado ao azul/esverdeado) [11,13].

O fenébmeno da variacdo de cor é particularmente visivel nas flores, mas as
antocianinas também sdo encontradas na maior parte das plantas terrestres mundiais e
contribuem para a coloragéo das folhas, caules, raizes e frutos - desde os varios tons de

vermelho/carmim ao azul/roxeado, incluindo laranja/amarelo e até incolor [11,13].

» Polifenois

Os polifendis/compostos polifendlicos sdo uma classe de fitoquimicos nos quais

se incluem os flavonoides, dos quais fazem parte as antocianinas (Fig.1) [11].

Acidos fendélicos « -
Classificagdo dos

Acido hidroxicindmico compostos fendlicos Proantcﬂ)cia@dinas
Acido hidroxibenzéico das bagas Elagitaninos

G M
gnanos

Resveraterol @ s
.@ &
, l \ Catequina

Quercetina Epicatequina
Camferol Flavanonas Galocatequina
Mirecetina Antoaanmas Epigalocatequina

Luteolina Miricetina
Apigenina Cianidina Naringina
. e Hesperitina
Pelargonidina perit
- . Naringenina
Delfinidina
Peonidina
Malvidina

Fig. 1 - Compostos fendlicos das bagas. Adaptado de: [14]
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Entende-se por polifendis a classe de metabolitos secundarios produzidos pelas
plantas vasculares, que compreendem varios milhares de moléculas (simples e
complexas), e que derivam da via metabdlica do &cido xiquimico e poliacetato. Todas
estas substancias naturais tém em comum a presenca de um ou mais anéis benzénicos,
gue por sua vez apresentam um ou mais grupos hidroxilo [15].

As diferengas verificadas entre as diferentes classes de polifendis existentes
baseiam-se nas variacbes em torno da estrutura quimica base: grau de oxidacdo,
hidroxilacdes, metilacdes, glicosilacdes e possiveis ligacdes a outras moléculas,
nomeadamente metabolitos priméarios (hidratos de carbono, lipidos, entre outros) ou
metabolitos secundarios fendlicos [15].

Apesar de serem dos compostos mais importantes produzidos pelas plantas, sao
instaveis e pouco sollveis. A baixa biodisponibilidade que apresentam também é um
factor limitante na aplicacdo dos mesmos em areas como a cosmeética, nutricdo e saude
[15].

» Flavondides

Os flavonoides, amplamente distribuidos no reino das plantas, sdo compostos
fendlicos naturais que podem ser ingeridos a partir de vegetais, frutos e bebidas. Sédo
produzidos pela via metabdlica do acido xiquimico, constituem o principal grupo de
fendlicos sollveis e sdo o grupo de compostos fendlicos mais importante nos alimentos
[13,16,17].

Representam uma grande familia de metabolitos secundarios, com quase 6000
estruturas identificadas em plantas, e agrega um vasto grupo de compostos de baixo
peso molecular [17].

As principais classes de compostos desta familia, representadas na Fig.2, sdo:
e Antocianinas (ex: cianidina, pelargonidina, petunidina...)
e Flavonois (quercetina e canferol)
¢ Flavonas (luteolina e apigenina)
e Flavanonas (miricetina, naringina, hesperitina, naringenina)

e Flavan-3-0is (catequina, epicatequina, galocatequina)
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Apesar de muitas vezes serem classificadas separadamente, as isoflavonas

também compreendem uma das principais classes de flavondides [13].

Antocianidina

Flavanona

Fig. 2 - Estrutura quimica geral dos principais flavonoides. Adaptado de: [18]

A principal funcdo destes compostos nas plantas é a de conferir proteccao ultra-
violeta (UV) e actuam como protectores dos tecidos em casos especificos de stress
oxidativo ou ataques de patogenicos. Simultaneamente, ddo coloracdo as flores e
ajudam a atrair espécies polinizadoras que contribuem para a reproducéo e proliferacdo
da espécie [17].

Os flavondides apresentam diversas actividades fisiologicas e bioldgicas
diferentes, resultado do grande nimero de estruturas quimicas possiveis que constituem
esta familia de compostos. A actividade de cada flavondide estd directamente
relacionada com o grau de glicosilagdo e com o tipo de residuo de agUcar (e subsequente
acilesterificacdo); sdo exemplo as seguintes actividades bioldgicas: antialérgica,
antibacteriana, anti-inflamatéria, antimutagénica, antioxidante, antiproliferativa,
antitrombotica, anti-viral e por apresentarem efeitos hepatoprotectores [13,16,17].

Precisamente por serem compostos multifacetados para a saude humana, 0s
fitoquimicos desta classe sdo frequentemente referidos como biofitoquimicos [13,17].

E sugerido que os flavonoides sejam absorvidos no intestino humano sob a mesma
forma com que surgerm naturalmente na Natureza, isto é, sob a forma de glicosideos

[16]. E estimado que a ingestdo diaria destas moléculas, a partir de fontes naturais,
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ronde os 500 mg a 1g, valor que pode ser aumentado para varias gramas por dia caso
sejam consumidos suplementos de flavonoides (extractos de sementes de uva, ginkgo
biloba, entre outros); nos paises ocidentais, 0 consumo diario foi estimado em 23mg/dia,
que pode ser aumentado para 2 a 3 gramas/dia por reforco com o consumo de ervas e
especiarias [13,16].

No caso especifico das antocianinas, sdo ingeridas a partir da alimentacdo como
parte de misturas complexas de flavondides, sendo que o consumo diério esta estimado
em 200 mg/dia [19].

Os flavonoides apresentam uma grande capacidade antioxidante, consequéncia da
especificidade das suas estruturas quimicas que lhes permite neutralizar o stress
oxidativo através de variados mecanismos. Tanto a actividade antioxidante dos
flavonoides como a sua capacidade de neutralizacdo de radicais se encontra bem
estudada; a eficiéncia destes compostos em neutralizar anides superdxido (tanto de

origem enzimatica como ndo-enzimatica) esta bem documentada [16,17].

1.3. Definicéo

Do grego “’anthos’’ (flor) e “’kianos’’ (azul), as antocianinas fazem parte da
grande familia dos flavondides, destacando-se por terem a grande capacidade de
absorver a luz visivel. S8o os pigmentos mais importantes das plantas e sdo as
responsaveis pelas colorac@es brilhantes (rosa, vermelho, purpura e azul) que as flores,
os frutos, as folhas e alguns vegetais apresentam, dependendo do pH do meio
[6,9,13,20]

Todavia, o fendmeno da grande variacdo de cor induzido pelas antocianinas é
mais visivel nas flores [11,13].

Estes pigmentos sdo encontrados nos vacuolos dos tecidos das plantas superiores
e caracterizam-se por serem inocuas, inodoras e altamente sollveis em &gua, tornando-
as interessantes para utilizacdo como corantes naturais. Sdo igualmente insipidas, por
iSs0 apenas contribuem para o sabor sob a forma de adstringéncia moderada [9,13,20].

O facto de as antocianinas induzirem tantas e variadas cores as plantas € curioso
se for tido em conta que apenas existe um Gnico cromdforo - o nacleo flavilium. Isto
deve-se as subtis interacces deste composto com 0s biocompostos existentes nos
vacuolos das plantas, incluindo a agua [11].

Segundo varios estudos, actualmente, ja existem cerca de 500-700 antocianinas

isoladas a partir de plantas e devidamente identificadas. E esta grande variedade
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encontrada na Natureza que torna estes compostos tdo interessantes e complexos
[7,10,13].

1.4. Estrutura quimica

No que diz respeito a estrutura quimica, as antocianinas sdo derivados das suas
estruturas basicas, as antocianidinas (agliconas), que sdo moléculas planares,
constituidas por um anel aromatico (anel A) ligado a um anel heterociclico que contém
oxigénio (anel C), que por sua vez estabelece uma ligagdo carbono-carbono a um
terceiro anel aromatico (anel B) (Fig.3) [7,9,18].

A maioria das antocianinas tem em comum a estrutura basica dos flavondides
(C15) - mais especificamente C6-C3-C6 [11,12].

Fig. 3 - Estrutura basica das antocianidinas (aglicona) [9].

As antocianinas, sdo, na sua maioria, derivados 3-glucosideos das antocianidinas;
isto é, consistem numa antocianidina ligada a, pelo menos, um acucar no carbono 3
[13]. Quando isto acontece, a espécie resultante da-se o nome de catido flavilium (2-
fenilbenzopirilium) - representado na Fig.4 - que na sua forma idnica apresenta duas
ligacOes duplas no anel C. Isto resulta numa carga positiva intrinseca, que se encontra
deslocalizada ao longo de toda a estrutura, apesar dos carbonos 2 e 4 serem 0s atomos
com mais carga [7,11-13].

As duplas ligagbes conjugadas sdo as responsaveis pela absorcdo da luz em
comprimentos de onda especificos — na gama dos 500 nm — o que se reflecte nas cores

tipicas destes pigmentos [1].
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Fig. 4 - Estrutura quimica do catido flavilium. Grupo substituinte do C-3, R= glicosideo ou glicosideo
acilado [11].

As antocianinas propriamente ditas surgem quando as antocianidinas se
encontram glicosiladas, isto €, quando estabelecem ligacdo a, pelo menos, um
glicosideo/acucar [9].

Amplamente dispersas pelo reino vegetal, as antocianinas diferenciam-se entre si
de acordo com as substituicfes que a estrutura basica sofre [7,18].

Nos anéis A, B e C do esqueleto flavilium (Fig.4) - mais precisamente nos
carbonos C-3/5/7/3’/4’/5> — encontram-se 0S grupos substituintes; tal como o proprio
nome indica, podem ser substituidos por grupos hidroxilo (OH), grupos metoxil (OCH3)
ou agucares (glicosideos) [7,10,12,13].

Quanto aos grupos hidroxilo e metoxilo (OH e OCH3), 0 nimero e a posi¢do onde
se encontram influenciam directamente no comportamento quimico das antocianinas
[10].

No que diz respeito aos acucares, encontram-se reportados como substituintes a
glicose (Glu), a arabinose (Ara), a ramanose (Rha), a galactose (Gal), a xylose (Xyl) e
ainda o acido glucorénico (GlcA). Adicionalmente, podem ser acilados por acidos —
num total de 12 &cidos diferentes — e € possivel a coexisténcia de trés acilacdes
diferentes. Para alem disto, também é possivel que apresentem os seus grupos OH
esterificados por acidos aromaticos ou alifaticos [10,11].

Mas, além dos agucares e das possiveis acilacdes e esterificacdes que 0s mesmos
podem sofrer, as antocianinas também formam conjugados com hidroxicinamatos e com
acidos organicos (tais como acido malico e acido acético). Esta conjugacdo ocorre
maioritariamente ao nivel do carbono 3 (C3), podendo igualmente ocorrer nos carbonos
5,7,3” ¢ 5° [18].
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As vérias conjugacdes possiveis de todos os factores acima referidos resultam
num grande numero de antocianinas presentes na Natureza, tornando o perfil de
antocianinas Unico em cada planta [7].

Resumindo, a grande diferenca entre o grande nimero de antocianinas existentes

na Natureza depende de:
e numero de grupos hidroxilados;
e natureza e niumero de acucares ligados a estrutura basica;

e 0s carboxilatos alifaticos ou arométicos ligados ao aglcar da molécula e a

posicdo na qual ocorrem estas ligagoes [9].

Até ao momento, estdo reportadas cerca de 500 antocianinas diferentes, e 23
antocianidinas distintas, entre as quais sdo de realcar a existéncia de dez mais comuns,
nomeadamente: a rosinidina (Rs), a europinidina (Eu), a aurantinidina (Au), a
luteolinidina (Lt), a peonidina (Pn), a pelargonidina (Pg), a cianidina (Cy), a malvidina
(Mv), a petunidina (Pt) e, por fim, a delfinidina (Dp). S&o estas ultimas seis que
originam as antocianinas mais comuns nos tecidos das plantas, por monoglicosilacdo da
sua posicao R3 [9,10,12,18]

Estas seis estruturas mais comuns resultam do padrdo de substitui¢do individual
nas posi¢cdes 3’ e 5°, para além das hidroxilagdes das posi¢des 4’ € 7 do esqueleto C-15
basico — o ido flavilium. Os referidos padrdes e respectivas antocianinas encontram-se

representados na tabela 1 [11].

Tabela 1 - Padrdes de substituicdo individual das posi¢bes 3"e 5” das seis antocianinas mais comuns nas

plantas vasculares. Adaptado de: [9,11,13]

o Distribuicéo
Nome comum da . Substituintes o . .
o Abreviatura nos frutose | Cor principal | Designacdo E
antocianidina e’ .
vegetais

Pelargonidina Pg H/H 12% Laranga/salméo E163d
Cianidina Cyn OH/H 50% Magenta E163a
Peonidina Pn OCHy/H 12% Magenta E163e
Delfinidina Dp OH/OH 12% Parpura/azul E163b
Petunidina Pt OH/OCH; 7% Purpura E163f
Malvidina Mv OCH,/OCHg 7% Parpura E163c
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Note-se que os grupos OH e OCHj3 responsaveis pela denominacdo caracteristica
das seis antocianinas mais comuns, geralmente, substituem o anel B do esqueleto da
aglicona destes pigmentos [11].

No reino das plantas, 90% das antocianinas resultam da modificacdo das seis
antocianidinas principais. No entanto sdo os derivados glicosidicos das trés
antocianidinas ndo-metiladas (Cy, Dp e Pg) os mais comuns na natureza, encontrados
em 80% das folhas pigmentadas, 69% em frutos e 50% em flores. Os restantes 20% das
antocianinas reportadas correspondem as trés antocianidinas metiladas — peonidina,
petunidina e malvidina [7,9].

Apesar da estabilidade quimica e da solubilidade das antocianidinas aumentarem
proporcionalmente com o nivel de glicosilacdo, sdo os derivados 3-glucosideo os mais
frequentes (comparativamente aos 3,5-diglicosideos) e de entre 0s quais se destaca a

cianidina-3-glucosideo, representada na Fig.5 [7,9].

o}
Fig. 5 - Estrutura quimica da cianidina-3-glucosideo. Adaptado de: [21].

1.5. Comportamento quimico

Estudos com base em célculos tedricos foram realizados a fim de prever, ndo s6 o
comportamento quimico das antocianinas em diversas solugdes, bem como determinar a
interaccdo de alguns acidos orgénicos com estas moléculas e de que forma afectam a
sua coloracéo (efeito de co-pigmentacéo) [9].

Foi concluido que as antocianinas formam complexos com um numero
consideravel de polifenois naturais através da transferéncia de carga do polifenol para a
antocianina na sua forma catiénica [9].

Conclusbes acerca das caracteristicas estruturais e electrénicas de quatro

antocianidinas (Pg, Cy, Dp e Au) foram igualmente reunidas: apos a determinacéo das
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suas estruturas planares e ndo-planares, concluiu-se que a primeira é ligeiramente mais
estavel do que a segunda [9].

Do ponto de vista quimico, as antocianinas sdo tanto mais estaveis e sollveis em
agua/alcool, quanto maior o grau de glicosilacdo que apresentam [7,9].

Também os grupos substituintes OH e OCHj; influenciam o comportamento
quimico das antocianinas. Aquelas com maior namero de grupos OCHjs apresentam
maior coloracdo vermelha, resultado da crescente metilacdo dos grupos OH. Ja aquelas
que apresentam coloracdo azul/pUrpura deve-se a apresentarem um maior nimero de
grupos hidroxil (OH) livre [7,10].

Em solugdes &cidas as antocianinas assumem carga positiva, resultado da
presenca de grupos OH nos anéis da estrutura basica destas moléculas [10].

Outro factor que influencia o comportamento quimico das antocianinas é a
presenca/auséncia de um grupo OH orto (0-OH). Assim sendo, a Cy, a Dp e a Pt, por
possuirem um 0-OH, sdo mais sensiveis a oxidacdo, contrariamente a Mv e a Pn que
apresentam mais resisténcia a oxidacao [7].

Quando isoladas, as antocianinas ndo sdo estaveis, tornando-se mais suscetiveis a
degradagdo. Assim, as antocianinas poliméricas — resultado da condensagdo de
antocianinas com acetaldeidos, taninos e outros compostos fendlicos — sdo mais estaveis

do que as antocianinas monoméricas livres [9,22,23].

1.5.1. Efeito do pH

De entre todas as moléculas que constituem a familia dos flavonoides, as
antocianinas destacam-se por variar a cor desde o vermelho ao azul/parpura. Isto resulta
da sua capacidade Unica de formar varias formas do catido flavilium, de acordo com o
pH [10,12].

A propriedade Unica das antocianinas sofrer alteracdes estruturais de acordo com
0 pH do meio torna-as dptimos indicadores naturais de pH. Isto porque todas estas
conversdes podem ser monitorizadas pois sdo acompanhadas por mudangas de cor
acentuadas; as antocianinas apresentam-se vermelhas em pH &cido e azuis em pH
basico. Em condi¢des de pH neutro a antocianina pelargonidina é a mais estavel,
comparativamente com as restantes seis antocianinas mais comuns [9,13,24].

As estruturas quimicas das antocianinas variam entre as coloridas e as incolores,
sendo o equilibro altamente dependente do pH do meio, conforme representado na Fig.6
[5,9].
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Assim sendo, temos que:

e 1<pH<24 - ocatido polar flavilium € a espécie predominante, contribui
para a coloracdo purpura e vermelho, e pode sofrer varias transformacoes
estruturais com o aumento do pH. E a estrutura mais estavel de todas as

estruturas possiveis nas antocianinas (Fig.6A) [5,9];

e 2 < pH <4 - em solugdes aquosas ligeiramente &cidas ou neutras, o catido
flavilium € solvatado e convertido em bases quinoidais, espécies
predominantes nesta gama de pH que se podem apresentar na forma neutra
(purpura) e/ou ionizada (azul) (Fig.6B) [5,8,9];

e 5 < pH <6 -> presenca de duas espécies incolores, a pseudobase carbinol e

chalcona ( Fig.6E e Fig.6F, respectivamente) [9];

e 7 < pH -> degradacdo das antocianinas, dependendo dos seus grupos
substituintes, sendo que grupos hidroxilo (OH) e metoxilo (OCHs)

adicionais diminuem a estabilidade da aglicona em meio basico [9].
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OR4 OR;

OR,
Catido flavili OH +H,0 O OH I—P O OH
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(vermelho) HO O O O OR, -u+ HO O o OR, HO. OHJ OR,
F
Z OR, Z OR; OR
OH

OH OH
pH=1(A)
pH=5 (E) pH=6 (F)
Pseudobase carbinol & Chalcona
HO (incolor) (amarelo)
(5<pH<6 )

pH=2(8) ©OH

Base quinoidal __
(2<pH<4)
(azul) pH=3(C)

Fig. 6 - Formas quimicas das antocianinas de acordo com o pH, onde: R; = H ou glicosideo; R, e R3=H
ou CHjz. Adaptado de [9].

No caso especifico da gama de pH de 4 < pH < 6, conforme representado na
Fig.7, da-se a coexisténcia de quatro formas estruturais (catido flavilium, base quinoidal
anidra azul, carbinol incolor e chalcona amarela), sendo o catido flavilium o responsavel
por estabelecer o equilibrio entre as bases quinoidal e o carbinol (Fig.?- A, D, E e F,
respectivamente) [8,9].

Isto acontece nos glicosideos mais comuns — 3-glicosideos e os 3,5-diglicosideos
— gque mudam rapidamente para a forma mais estavel (carbinol incolor) para que a
posicdo 2 do catido flavilium seja completamente hidratada. O carbinol incolor, por sua
vez, transforma-se numa estrutura aberta - pseudobase chalcona (incolor) - num

equilibrio mais lento, de forma a se estabilizar [5].
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Base carbinol Chalcona
(incolor) (amarelo)

Base quinoidal anidra
(azul)

Fig. 7 — Quatro formas estruturais das antocianinas coexistentes na gama de pH de 4 a 6. Adaptado de [9].

Resumidamente, de acordo com o pH do meio, o catido flavilium (Fig.7A) em
condicdes alcalinas € convertido na base quinoidal (Fig.7D) e finalmente na chalcona
incolor (Fig.7F), via pseudobase carbinol (Fig.7E) [24].

A concentragdo destas quatro espécies coexistentes afecta, tanto a cor das
antocianinas, como a sua estabilidade; contudo, as alteracbes de cor sdo mais
significativas na regido alcalina pois nesta regido as antocianinas sao mais instaveis
[8,9,24].

E importante ressalvar que todas as alteracdes estruturais das antocianinas acima
referidas s6 sdo possiveis aquando da existéncia de, pelo menos, um grupo OH livre.
Sao os grupos OH dos carbonos 4’e 7 (assinalados na Fig.8) os responsaveis pelas
alteracOes de cor caracteristicas das antocinaninas por serem facilmente desprotonados
[11].

Fig. 8 — Estrutura do cromoforo das antocianinas, catido flavilium, quando estabilizado em meio aquoso.
Onde R normalmente é um aglcar ou um agUcar acilado. Adaptado de: [11].
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1.6. Estabilidade

As antocianinas sdo caracterizadas pela elevada instabilidade inerente que
apresentam; sdo, portanto, altamente susceptiveis a degradacdo quando isoladas
[6,7,9,20].

As antocianinas tém um grande potencial de aplicacdo, entre eles, a utilizagdo
como corantes naturais substitutos dos corantes artificiais na industria alimentar.
Contudo, por serem altamente instaveis, na maioria dos casos, sofrem diversas reacgdes
de degradacgdo durante o processamento e armazenamento dos alimentos. Por isso, e
apesar do seu grande potencial intrinseco, a sua utilizacdo fica comprometida [6,9,24].

Posto isto, nos ultimos tempos, a estabilizagdo quimica destas moléculas tem sido,
cada vez mais, o tema principal de alguns estudos que tém por base a sua utilizacdo de
acordo com os efeitos benéficos que apresentam [9].

A instabilidade das antocianinas reflecte-se, directamente, na sua cor. Quanto
mais estavel a antocianina se encontrar, mais intensa € a sua cor (na maioria dos casos
vermelha) [1,10].

A estabilidade das antocianinas é afectada por diversos factores, e muitas vezes
pela combinagdo deles. Os principais factores sdo: o pH do meio, a temperatura, a ac¢do
do oxigénio, a radiagdo/luz e a actividade da agua [1,9,20].

Todavia existem outros factores ndo menos importantes: a estrutura quimica e a
concentracdo da propria antocianina, 0s solventes nos quais as antocianinas se
encontram, a degradacdo enzimatica, a interaccdo com outros componentes, a presenca

de ides metélicos e co-pigmentos (co-pigmentacdo) [8-10,12,20].

1.6.1. Factores que influenciam a estabilidade
» pH do meio

A natureza ionica das antocianinas permite alteracbes na estrutura destas
moléculas de acordo com o pH do meio, o que d& origem a diferentes cores e
tonalidades, a pH’s diferentes [1].

As antocianias sdo altamente susceptiveis a degradagdo por alteracdo do pH do
meio, revelando uma maior estabilidade em gamas de pH baixos (acidos),
contrariamente a valores de pH altos (basicos) [1,21].

O aumento do pH da solucdo resulta na formacdo de espécies incolores (carbinol e

chalcona) em reaccdes de hidratacdo do catido flavilium [1,21].
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» Temperatura

A estabilidade dos pigmentos presentes na comida, nos quais se incluem as
antocianinas, diminui com o aumento da temperatura durante o processamento e o
armazenamento dos alimentos. A degradacdo térmica da origem a produtos castanhos,
principalmente em condic¢des aerobias (na presenga de oxigénio) [1].

Existem diversos estudos que reportam a degradacdo do conteudo de antocianinas

com o0 aumento da temperatura/aquecimento [1].
» Accao do oxigenio

O efeito do oxigénio na degradacdo das antocianinas ndo € directo; apenas
aumenta o impacto de alguns dos outros processos de degradacdo. Por exemplo, a
remocdo do oxigénio protege as antocianinas da degradacdo térmica: estudos que
testaram a combinacdo de diversos factores na deterioracdo da cor de varios sumos e
antocianinas puras de diferentes bagas mostraram que a presenca de oxigénio e
temperaturas elevadas foi a combinacdo mais degradativa [1].

Estudos realizados em 2010 demonstraram que condicfes anaerdbias (auséncia de
oxigénio) sdo as melhores para manter a capacidade antioxidante inicial, bem como o

contetdo de antocianinas de morangos frescos armazenados no frio [1].
» Radiagéo / Luz

O efeito da radiacdo/luz sobre as antocianinas é verificado a dois niveis. Por um
lado a radiagdo/luz é fundamental na produgdo das antocianinas, mas por outro lado,
acelera a sua degradacéo [1].

A coloracgdo conferida pelas antocianinas mantém-se mais estavel em ambientes
protegidos da radiacdo do que em ambientes expostos a luz, sendo esta observacdo ja
verificada passadas, apenas, 24 horas de armazenamento a temperatura ambiente [1].

A luz apresenta um efeito significativamente negativo sobre as antocianinas em
condicdes de armazenamento; este efeito negativo é aumentado na presenca de aglcares
[1].

A degradacédo das antocianinas, induzida pela radiacgao, ¢ influenciada pela planta
a partir da qual as antocianinas sdo extraidas: foram observados comportamentos de
degradacdo inconsistentes que estdo relacionados com o conteddo individual de

antocianinas que constituem o extrato [1].
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» Actividade da 4gua

Estudos realizados mostraram que o aumento da proporcao de dgua, numa mistura
de acetonitrilo: agua, resultou no surgimento de uma coloracao verde, caracteristica da
dimerizacdo do mondmoro flavilium. Este fendmeno ocorre devido a necessidade dos
sais flavilium neutralizarem as suas proprias repulsdes electrostaticas com as moléculas

de agua [9].
» Estrutura quimica da antocianina

No que diz respeito a estrutura quimica da antocianina, o aumento do grau de
hidroxilacdo pode estabilizar a antocianidina. Contudo, a presenca excessiva de grupos
hidroxilo pode, igualmente, diminuir a estabilidade da molécula, tornando-a menos
estavel do que aquelas que possuem mais grupos metoxilo [9,10,20].

A acilagdo também tem influéncia na estabilidade das antocianinas: pode
promover a estabilizacdo da antocianina ao acilar o residuo glisosidico a acidos
aromaticos ou alifaticos [7,8].

Assim, temos que:
e Antocianinas poliaciladas s&o mais estaveis do que as monoaciladas [10];

e Antocianinas aciladas com &cidos aromaticos sdo mais estaveis do que as

aciladas a acidos alifaticos [10];

e Antocianinas cujo acido aromatico acilado se encontra substituido no anel B
sd0 mais estaveis do que aquelas cujo acido aromatico se encontra no anel A
[10].

» Concentracédo da antocianina

Estudos realizados por utilizacdo de sais flavilium sintéticos mostraram que,
aquando do aumento da concentracdo de sais flavilium, se da um aumento da
intensidade da cor da solucéo, sendo a coloracdo vermelha a favorecida [1,9,20].

Estd comprovado que o contributo da concentracdo total de antocianinas na
estabilidade da cor é maior do que o contributo dos diferentes tipos de antocianinas

individuais [1].
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> Solventes

Estudos realizados com o intuito de aferir a influéncia de solventes de diferentes
naturezas quimicas (nomeadamente acetonitrilo: agua, etanol, dioxano e 2-butanona)
mostraram que, em solventes proticos, os sais flavilium apresentaram uma coloragédo
vermelha, contrariamente aos solventes aproticos cuja coloracdo apresentada era
amarela [9].

Foi assim proposto que as espécies vermelhas e amarelas correspondem a
monomoros e dimeros dos sais flavilium, respectivamente. Assim o aumento da
concentracao dos sais flavilium seria suficiente para a correcgdo da cor de amarelo para
vermelho, ao favorecer a Gltima [9].

Mas existe uma série de mecanismos complexos capazes de estabilizar as
antocianias, sejam eles de acgdo a curto prazo (copigmentacéo e auto-associacao) ou a
longo prazo (estabilizagdo de pigmentos naturais por incorporacdo em materiais

inorganicos) [7,24].
» Actividade enzimética

A accdo de enzimas &€ um dos factores que induzem a degradagdo das
antocianinas. As enzimas mais comuns sdo as glicosidases que actuam ao nivel da
ligacdo convalente existente entre o residuo glicosil e a aglicona, induzindo a
degradacdo da antocianidina, por si s6 altamente instavel [1].

As enzimas encontradas naturalmente nas fontes das préprias antocianinas
também as degradam: as peroxidades e as fenolases (fendis oxidases e as polifendis
oxidases, por exemplo) [1].

A inactivagdo das enzimas €, entdo, uma forma de aumentar a estabilidade das

antocianinas [1].
» Formacao par-iéao

Do ponto de vista das interacgcbes moleculares que as antocianinas podem
estabelecer, pode ser verificado uma intensificacdo da cor de solugdes que contenham
antocianinas, aquando da adi¢do de sais ionicos. Este fendmeno resulta da associacdo
par-ido entre o anido mineral e o catido flavilium, dando-se um aumento da producéo

desta Gltima forma estrutural [11].
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1.6.2. Estratégias para aumentar a estabilidade

Existem alguns mecanismos aplicados na estabilizacdo das antocianinas, sendo
que os principais sdo as reac¢des de associacdo e o encapsulamento [1].
Outra estratégia para aumentar a estabilidade das antocianinas passa por

imobiliza-las em materiais inorganicos, através do processo de adsorcao [7,8,21,24].
» Reacc0es de associagao

A estabilidade das antocianinas é fortemente afectada quando estes compostos se
associam a outros compostos. Consequentemente a cor das antocianinas também é
afectada [1].

As reaccdes de associacdo das antocianinas sdo divididas em trés tipos: auto-
associagdo entre antocianinas; copigmentacdo (intramolecular ou intermolecular) e, por
fim, a complexagcdo com metais [1].

As reaccOes de associacdo das antocianinas sao afectadas por diversos factores —
solvente, radiacdo, pH, temperatura, estrutura e concentracdo de copigmentos e de
antocianinas - mas, independentemente do tipo de associagdo envolvido, o resultado é

um aumento na estabilidade das antocianinas [1].

e Auto-associacdo — quando duas ou mais antocianinas se associam. Este tipo de

associagdo manifesta-se por um desvio positivo na lei de Beer pelo aumento da

concentragdo das antocianinas [1].

e Copigmentacdo — a cor das antocianinas pode ser estabilizada, e até

intensificada, por este tipo de associacdo. Este fendmeno manifesta-se por um
aumento batocromatico, ou seja, por um aumento no comprimento de onda de
absorcdo maxima, da gama do visivel para comprimentos de onda superiores.
Isto também é conhecido pelo azulamento ja que a cor das antocianinas passa

de vermelho a azul, resultado das reacc¢Ges de copigmentagéo [1,9,11].

e Complexacdo com metais — a associacdo de metais (tais como o magnésio, o

aluminio, o ferro e o cobre) com o grupo 0-OH das antocianinas estalibiza a

cor de diversos produtos derivados de bagas [1].

24 Nuria Fernandes (2017)



» Encapsulamento

O encapsulamento de compostos biologicamente activos pressupde a
imobilizacdo/incorporacdo dos mesmos no interior de particulas solidas, normalmente
microesferas. Esta técnica promove a estabilizacdo e a proteccdo do composto activo e,
ainda, a libertagéo controlada em sistemas de transporte de farmacos [1].

O encapsulamento permite que alguns pigmentos, de que sdo exemplo as
antocianinas, se mantenham estaveis e aumenta o0 tempo de armazenamento destes
compostos sensiveis a luz e a temperatura [1].

Existem diversas técnicas de encapsulamento utilizadas a nivel industrial, mas
muito poucas foram testadas no encapsulamento de antocianinas; de entre as testadas, e
independentemente da técnica utilizada, todas aumentaram a estabilidade das
antocianinas (directamente dependente da técnica aplicada) [1].

Adicionalmente, esta técnica de estabilizacdo € vantajosa pois é altamente

especifica e acessivel em termos de custos [1].
» Adsorc¢ao

Moléculas sensiveis, como as antocianinas, podem ser protegidas da degradacédo
e, consequentemente, conservadas durante mais tempo, por imobilizagdo em particulas
inorganicas laminares (que se dispdem em camadas/laminas). Este tem sido, alias, tema
de muitas investigacdes no que concerne a estabilizacdo de corantes naturais e
ingredientes nutracéuticos [8,21].

A fim de proteger as antocianinas da degradacdo a que estdo sujeitas, uma
possivel estratégia é a sua complexacdo/intercalagdo em materiais inorganicos, de que
séo exemplo as argilas [8,24].

Sendo o catido flavilium a estrutura principal das antocianinas, é considerado o
composto modelo das antocianinas. Entdo, e em condi¢des &cidas, as antocianinas
assumem a forma cationica flavilum, sendo, por isso, esperada uma reaccdo de troca
ionica aquando da sua intercalagdo nos materiais inorganicos [24].

A complexacdo/intercalacdo de antocianinas em argilas é considerada promissora
como técnica ecoldgica de producdo de material colorido [24].

Actualmente tem havido um aumento de interesse neste tema e estdo reportados

alguns casos de sucesso na estabilizagdo de antocianinas, de que é exemplo a
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estabilizacdo da antocinina malvidina-3-glucosideo, extraida a partir da casca da uva,
por intercalagdo em montmorilonite [8,21,24].

A estabilizagdo de antocianinas em materiais inorganicos tem, ainda, aplicacéo na
area farmacéutica: promover a libertacdo controlada destes ingredientes funcionais, ao
longo do tracto gastro-intestinal do corpo humano, numa utilizacdo nutracéutica mais

eficiente de suplementos [8,21].

1.7. Fontes de antocianinas

Geralmente pobres em gordura, os frutos e 0s vegetais apresentam na sua
constituicdo quantidades significativas de fibras, vitaminas e minerais; apresentam
também uma enorme quantidade de fitoquimicos com um grande potencial de
actividade biologica para os humanos [18].

De entre as quatro principais classes de fitogquimicos, destacam-se os polifendis
nos quais estdo incluidos os que contribuem para a cor dos frutos e vegetais,
nomeadamente as antocianinas, e que correspondem aos cCOmpostos que aparecem em
maior numero [18].

Apesar das antocianinas se encontrarem presentes em muitas familias de plantas e,
consequentemente, em muitas plantas comestiveis, nem todas as plantas terrestes
contém antocianinas; nos cactos, nas beterrabas e nos amarantos estas moléculas sao
substituidas por outros corantes naturais denominados betalainas [13].

Existem algumas espécies muito ricas em antocianinas: espécie Vaccinium (
mirtilo, arandos e oxicocos), bagas Rubus (framboesas vermelhas e pretas, amoras,
groselhas), cerejas, uvas, entre outras. Mas o recorde de maior quantidade de
antocianina de que ha registo foi verificado no revestimento das sementes de soja preta,
apresentando um total de 2000 mg/100 g [13].

Outra grande fonte de antocianinas é o acai que apresenta cerca de 320 mg de
antocianina por 100 g de produto, sendo a cianidina-3-glucosideo a antocianina
individual maioritaria, em quantidades de, cerca de, 10 mg/100 g de antocianina [13].

O teor de fitoquimicos presentes numa planta depende de diversos factores,

nomeadamente;

e da prépria planta (com os frutos e serem mais concentrados do que as folhas)
[18];
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e do gendtipo (influenciando ndo so o teor total de cada classe de fitoquimicos,

como também a proporc¢do de quimicos individuais) [18];
e das diferencas na origem e preparacao das amostras [13];

e das diferencas nos métodos de extraccdo e determinacdo do conteudo total de

antocianinas [13].

Por todos os factores acima mencionados, os valores representados na tabela 2
ndo podem ser comparados entre si; na referida tabela estdo exemplificadas algumas das
plantas comestiveis consideradas fontes de antocianinas, bem como o respectivo teor de

antocianinas encontrado em cada uma [13].

Tabela 2 — Plantas comestiveis fontes de antocianinas e respectivo contetido de antocianinas (mg/g).
Adaptado de [13].

Plantas comestiveis fontes de antocianinas ~ Teor de antocianina (mg/g de planta)
Beringela 750
Groselha preta 130-400
Groselha vermelha 80-420
Amora 83-326
Mirtilo 25-497
Mirtilo vermelho 60-200
Cereja 350-400
Laranja ~200
Rabanete 11-60
Framboesa 10-60
Uva vermelha 30-750
Cebola vermelha 7-21
Vinho tinto 24-35
Morangos 15-35

No caso especifico das culturas de uvas, o teor e a composi¢do de antocianinas
variam bastante de acordo com diversos factores: espécie, variedade, maturacéo, regido
de cultivo e as condicdes de cultivo. Mas para que se verifigue 0 maximo de producdo

de antocianinas nas uvas € fundamental que a exposi¢do a radiacdo solar seja moderada

[7].
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1.7.1. Bagas

A nivel da alimentacéo, as bagas correspondem a principal fonte de antocianinas,
que s@o responsaveis pela atribuicdo das diversas e vibrantes cores caracteristicas [18].
Alias, foi este o motivo pelo qual as antocianinas foram a tematica principal num
simposio sobre os beneficios de salde advindos do consumo de bagas, decorrido em
2007 [13].

Por ‘’bagas’ denominam-se frutos como: amoras, uvas, mirtilos (pretos e
vermelhos), morangos, framboesas, groselhas (preta, vermelha e branca), entre outros
[18]. O consumo da maior parte destas bagas, mundialmente, é diario, sendo que (apesar
de algumas serem cultivadas) a maior parte é consumida pela colheita selvagem;
colheita destes frutos é realizada de acordo com o grau de desenvolvimento das bagas:
no nivel maximo de maturacdo é atingido o auge de biossintese das antocianinas
[17,18].

Apesar de, na maioria dos casos, o perfil de antocianinas de uma determinada
espécie ser caracteristico, existem algumas antocianinas consideradas principais, por

serem comuns a muitas das bagas (representadas na Fig.9) [18].
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Enquanto alguns frutos, como arandos e amoras, apresentam derivados de, apenas,
uma antocianina (Cy), nos mirtilos e nas groselhas negras é possivel verificar a
existéncia de uma grande variedade de antocianinas diferentes; ja nas framboesas e
amoras, as antocianinas mais comuns sdo derivados da Cy, em contraposicdo aos
morangos cujos derivados da Pg sdo os maioritarios. No que diz respeito aos mirtilos
pretos, as antocianinas maioritarias sdo a delfinidina-3-O-galactosideo e a petunidina-3-
O-glucosideo, apesar de coexistirem outras antocianinas [18].

Na maioria dos casos, o perfil de antocianinas de uma determinada espécie €
caracteristico; mas os arandos, apesar de pertencerem a mesma familia dos mirtilos
pretos (familia Ericaceae), apresentam como antocianinas maioritarias, apenas,
derivados de Cy. O mesmo acontece nos morangos, amoras e framboesas que, apesar de
pertencerem a familia Rosaceae, apresentam todos um contelGdo de antocianinas
diferente [18].

As bagas, apesar de serem Optimas fontes de antocianinas, em geral, tendem a se
degradar com muita facilidade, dai a necessidade de serem processadas com o intuito de
aumentar o tempo de conservacdo; um exemplo dos métodos de processamento
aplicados € a reducdo a compota. Neste sentido, a taxonomia é vantajosa ja que através
dela é possivel a deteccdo de possiveis adulteracfes de produtos processados (sumos e

vinhos, por exemplo) [18].

1.8. Beneficios para a saude humana

As antocianinas, para além do potencial que apresentam enquanto pigmentos
naturais e saudaveis, apresentam outras propriedades benéficas para a saude humana.
Assim, ao longo dos ultimos anos, tem sido verificado um aumento no interesse destes
compostos, tanto na alimentacdo como na preparacdo de nutracéuticos, ja que ndo
existem documentos que relatem algum tipo de toxicidade inerente a estes [5-7,9].

Alguns dos beneficios das antocianinas incluem varios tipos de actividade
biolégica (antioxidante, antimicrobiana, antiviral e antimutagénica), efeitos preventivos
ao nivel de doencas hepaticas e doengas cardiovasculares, propriedades
anticancerigenas e anti-inflamatorias; efeitos protectores contra doengas crénicas e
degenerativas, entre outros [7,19].

A propriedade mais significativa destes compostos naturais é a actividade
antioxidante, assumindo um papel importante na prevencdo de doencas neurais e

cardiovasculares, doencas inflamatdrias, envelhecimento (envelhecimento prematuro),
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doencas neurodegenerativas (doenca de Alzheimer), cancro (leucemia e linfomas),
diabetes (no aumento da producdo de insulina), entre outras [8,9].

Muitas s@o as aplica¢des industriais das antocianinas e, consequentemente, dos
seus beneficios [11].

Na inddstria alimentar, os beneficios das antocianinas para 0os humanos advém,
maioritariamente, do consumo de alimentos, suplementos alimentares e nutracéuticos
ricos neste tipo de compostos. Estd comprovado que o consumo de vinho, por exemplo,
pode aumentar a actividade antioxidante no plasma [15,17].

Também na cosmética a utilizacdo das antocianinas é vantajosa: para além de
reflectirem a luz azul e vermelha, também absorvem a perigosa radiacdo UV-B, o que as
torna excelentes protectores solares naturais da planta. Alias, € com este propoésito que
as folhas mais novas/tenras das plantas utilizam as antocianinas ja que ainda ndo tém a

capacidade de produzir ceras de proteccdo permanente [11,13].

1.8.1. Capacidade antioxidante

» Stress Oxidativo e antioxidantes

As células activas dos organismos, em condic¢des fisiologicas normais, e como
resultado do metabolismo aerdbio, produzem espécies de oxigenio reactivas (reactive
oxygen species, ROS); estas alojam-se em organelos especificos, nomeadamente as
mitocéndrias, pois resultam da reducdo do oxigénio molecular (O,) a agua (H20), numa
série de transferéncias de electrdes [16,17,25].

Os ROS estdo envolvidos no processo natural de envelhecimento, decorrente da
perda de funcbes dos sistemas de regulacdo do oxigénio dos organismos resultando na
inducdo de stress oxidativo nas biomoléculas [17,25].

Os organismos séo naturalmente dotados de mecanismos de defesa/desintoxicagao
contra estas espécies, nomeadamente: enzimas de eliminagdo de radicais livres e, ainda,
antioxidantes celulares. Factores como doencas, o proprio envelhecimento e quimicos
ambientais estdo na origem da problematica, propriamente dita, dos ROS: a ruptura do
equilibrio producdo/desintoxicacdo do organismo, quer seja por inibicdo das defesas
celulares antioxidantes e/ou por estimulacdo da formacéo destas espécies [16].

Dé-se, assim, uma acumulacdo destas espécies e os tecidos celulares sdo expostos
a condicbes de stress oxidativo, resultando na interrupcdo dos processos celulares

normais, por falta de equilibrio entre os efeitos pré e antioxidantes [16,17,25].

30 Nuria Fernandes (2017)



Do stress oxidativo a que as células sdo expostas, resultam danos oxidativos que,
por sua vez, dao inicio a uma série de processos degenerativos que podem se tornar
patogénicos, originando: doengas neurodegenerativas, diabetes, cancro, patologias
hepéticas, doencas cardiovasculares e envelhecimento precoce [16,17,25]. Em ultima
instancia, da-se a destruicdo celular, para além de outras respostas citotdxicas [16].

O stress oxidativo, e consequentes patologias, podem ser parcialmente
controlados pela ac¢do de compostos antioxidantes naturais, presentes em alimentos que
constituem a alimentacgdo diaria. Assim sendo, é assumido que a terapéutica baseada na
utilizacdo de antioxidantes é a mais eficaz na prevencdo e/ou controlo do stress
oxidativo [17,25].

Os antioxidantes sdo tanto melhores quanto maior for a sua tendéncia para se
oxidar/reduzir pois podem doar um electrdo livre ou um atomo de hidrogénio ao radical
livre, estabilizando-o e, consequentemente, neutralizando-o [9].

Os polifendis, independentemente da sub-classe, apresentam elevada capacidade
antioxidante, resultado da sua facilidade em doar atomos de hidrogénio ou electrdes,
bem como da habilidade que apresentam em estabelecer interacgdes com proteinas
(estas interaccOes sdo tao especificas que Ihes permite modelar a actividade da enzima e,

assim, actuar como inibidores de enzimas produtoras de ROS) [25].

» Capacidade antioxidante das antocianinas

No caso especifico dos flavonoéides, dos quais fazem parte as antocianinas, e
apesar do seu baixo peso molecular, exibem elevada actividade antioxidante, e sdo
capazes de reduzir o stress oxidativo de diversos mecanismos [9,17].

As antocianinas, devido a actividade antioxidante que exibem, tém um papel vital
na prevencdo de patologias cardiovasculares e neurais. Sdo também eficazes na
prevencdo de doengas como a diabetes e o cancro, estando mesmo reportados varios
casos de sucesso no tratamento de cancros [9].

Estudos realizados em extractos de roselle — utilizada na medicina tradicional para
o0 tratamento da hipertensdo, doencas inflamatdrias, cancro, patologias cardiovasculares
e nervosas, entre outras - indicaram que sdo as antocianinas a principal fonte de
actividade antioxidante [26].

A actividade antioxidante das antocianinas é verificada a dois niveis: na

eliminacdo de radicais livres propriamente ditos (por doacdo de uma atomo de
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hidrogénio fendlico) e na prevencdo da formacdo de radicais livres (ao actuarem como
quelantes de metais, principalmente ferro) [9,11].

Como ja referido anteriormente, os antioxidantes sdo tanto melhores quanto maior
for a sua tendéncia para reduzir. Entdo, de entre as antocianinas mais comuns, é
espectavel que a Cy, a Dp e a Pt apresentem maior capacidade antioxidante. Ja no caso
da Pg, Pn e da Mv 0 mesmo néo se verifica pois ndo sdo faceis de oxidar [9].

A capacidade antioxidante de um extracto é directamente proporcional ao
contetdo total de antioxidantes que apresenta. Esta é a conclusdo principal de estudos

realizados em amoras, framboesas e morangos [9].

» Testes de capacidade antioxidante

A fim de avaliar a propriedade antioxidante inerente a alguns compostos e
misturas complexas (tais como extractos naturais), sdo utilizados varios métodos,
descriminados de acordo com o seu fundamento [27].

Entdo, enquanto os ensaios de actividade antioxidante sdo, na sua maioria,
competitivos e baseiam-se na transferéncia de atomos de hidrogénio, por outro lado, os
ensaios de capacidade antioxidante total baseiam-se na transferéncia ndo-competitiva de
electrbes [27].

Assim sendo, sem que haja informacdo detalhada acerca da estrutura dos
compostos antioxidantes a serem testados, torna-se dificil a interpretacdo dos resultados
e 0 estabelecimento de mecanismos e padrGes de reactividade [27].

Por exemplo, os ensaios do DPPH (2,2-difenil-1-piril-hidrazil) sdo, geralmente
classificados pelo mecanismo de transferéncia de electrdes. Mas este radical pode ser
neutralizado segundo ambos 0s mecanismos: via transferéncia do atomo de hidrogénio,
ou via transferéncia de electrdes por reducdo directa [27].

Proposto por Blois, ha mais de 100 anos, para a quantificacdo do conteudo
antioxidante, e mais tarde utilizado como reagente fendlico, o DPPH consiste hum

radical livre estavel (DPPH-), representado na Fig.10A, com Amax = 516 [27].
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Fig. 10 - Representacdo da reaccdo quimica de neutralizacdo do DPPH. Adaptado de [27].

Por ser um ensaio simples e de baixo custo, 0 método do DPPH apresenta uma
vasta gama de aplicacbes em muitos laboratorios convencionais. Por isso, surge na
literatura com diversas adaptacdes; mas é o método de Brand-Williams et. al. 0 mais
utilizado como referéncia para muitos investigadores [27].

Este método consiste na dissolucdo dos cristais de DPPH em etanol ou metanol, a
uma concentracdo cuja absorvancia seja de, aproximadamente, 1. Posto isto, uma
aliquota de antioxidante é adicionada ao alvo do estudo, a mistura € incubada por, cerca
de, 30 minutos, ao fim dos quais ¢ lida a absorvancia final [27].

O DPPH ¢é classificado como cromogénico pois no decorrer da reaccao verifica-se
uma alteracdo de cor. Assim a solucdo inicial (purpura) da lugar a uma solucdo final
(amarela), resultado da reducdo do DPPH- (Fig.10A) a DPPH, (Fig.10B), por
transferéncia do &tomo de H do antioxidante [16,27].

Conforme representado na Fig.11, a reac¢do de redu¢do do DPPH- a DPPH; pode
ser explicada de acordo com o mecanismo de transferéncia do atomo de hidrogénio.
Contudo o mecanismo de transferéncia de electrdes-livres ndo pode ser negligenciado
[27].

DPPH® + PhOH — DPPH, + PhO*

Fig. 11 - Equagdo de redugido do DPPH:, a DPPH,, segundo 0 mecanismo de transferéncia do atomo de
hidrogénio [27].

A extensdo da reaccdo € dada pela diferenca entre a absorvancia final e inicial

(Af-Ai), e a actividade antioxidante pode ser expressa em:
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e IC50 - concentracdo total de antioxidante necessaria para reduzir a

absorvancia do DPPH- inicial para metade) [27];

e Equivalentes de Trolox — capacidade antioxidante da solugdo em estudo,

comparativamente a descoloragdo originada pelo composto de referéncia
Trolox [27]. Este resultado é geralmente expresso em milimolar de

equivalente de trolox, obtido através de uma recta de calibracéo.

O Trolox — &cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico — é um
composto hidrossolivel analogo da vitamina E e ganhou posi¢do de
destaque enquanto composto de referéncia em ensaios de actividade
antioxidante (Fig.12). A eficicia deste composto, quer em sistemas
lipofilicos quer em sistemas hidrofilicos, € uma das principais vantagens

deste acido carboxilico [28,29].

CHj
HO O

OH

HaC 0 cH,

CHs

Fig. 12 — Estrutura quimica do Trolox. Adaptado de [29].

Através deste método, ndo é possivel distinguir e classificar os antioxidantes
presentes uma vez que esta metodologia expressa apenas a extensdo da reacgéo,
segundo a estequiometria da reaccado, e ndo a taxa da reaccdo. Para isso seria necessario
monitorizar, ao longo da reaccdo, a perda de absorvancia de varias concentragdes do

antioxidante [27].
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2. ADSORCAO

2.1. Adsorcao enquanto técnica de estabilizacéo

Os compostos polifendlicos, e gragas as suas propriedades, por um lado, séo
interessantes para a salde humana mas, por outro lado, sdo instaveis, pouco sollveis em
agua e apresentam mau sabor. Assim sendo, e para que a sua utilizacdo seja viavel, é
fundamental a formulacdo de um produto final capaz de manter a integridade destes
compostos até ao seu consumo/consumidor final, dissimular o mau sabor caracteristico
e aumentar a solubilidade em agua (e consequentemente a biodisponibilidade) [25].

Neste sentido, a adsor¢do constitui uma técnica Util na aplicacdo de compostos
polifendlicos (e ndo sO) ja que promove a imobilizacdo de moléculas sensiveis em
materiais inorganicos, protegendo-os da degradacdo e aumentando o seu tempo de
armazenamento [21].

No caso especifico das antocianinas, por serem corantes naturais sollveis em
agua, sao fortes candidatos a serem utilizados como substitutos dos corantes sintéticos;
mas estes compostos polifendlicos sdo instaveis, dai que a sua estabilidade e
estabilizacdo sdo tematicas de grande importancia [21,24,30].

Neste sentido, a adsor¢do pode ser utilizada como técnica de estabilizagdo de
antocianinas; varios estudos reportam a estabilizacdo destes corantes organicos por
complexacdo com materiais inorganicos [24].

De entre os materiais inorganicos reportados, as argilas representam bons
candidatos na estabilizacdo de compostos nutracéuticos, ja que sdo excepientes comuns
em produtos farmacéuticos para aplicagdo oral e tdpica; encontra-se reportada a
estabilizacdo de antocianinas em argilas montmorilonites e zeolites [21,24].

A complexacdo/intercalacdo das antocianinas em argilas torna-se assim a chave

para o desenvolvimento de materiais corantes ecolégicos [24].

2.2. Definicdo de adsorcéo

Entende-se por adsorcdo a técnica de imobilizacdo de compostos organicos
dissolvidos numa solucdo, pela sua retencdo e concentracdo na superficie interna e
externa de um material poroso [5,31,32]. Daqui resulta um soluto — sorbato - e uma fase
adsorvida que corresponde as moléculas adsorvidas na superficie do sélido poroso
(adsorvente) [31].
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Para que seja verificada adsorcdo, € imperativo que haja afinidade entre as
moléculas da mistura e a superficie do adsorvente [31].

De uma forma muito concisa, a adsor¢do consiste num processo ao longo do qual
0s poros do adsorvente sdo preenchidos por moléculas de sorbato. Quando a capacidade
maxima do adsorvente é atingida, é verificada uma situacdo de equilibrio: a
concentracao da fase adsorvida e a concentracao da solucdo mantem-se constante [31].

A capacidade de adsorc¢do e a cinética do processo esta directamente dependente
de alguns pardmetros fisico-quimicos externos, nomeadamente: pH, temperatura,
compostos concorrentes presentes em solugdo e, ainda, as caracteristicas do proprio
adsorvente (estrutura quimica, tamanho das particulas, porosidade, area de superficie e
distribuicdo do volume de poros) [5].

Do ponto de vista industrial, e dependendo da aplicagdo, a adsor¢éo pode se tornar
um processo complexo. A sua planificagdo e design tem de ter em conta aspectos como
o tipo de solucdo, a metodologia de contacto entre o sdlido e a solucao, a escala a que a
metodologia é realizada, entre outras [31,33].

Contudo, e independentemente de todos o0s aspectos acima mencionados, as
adsorcOes requerem caracteristicas comuns dos adsorventes: a forma das particulas e

uma grande area de superficie [31,33].

2.3. Fundamentos da adsorcéao

O processo de adsorcao tem por base a distribuicdo de um soluto entre duas fases:
uma fase sdlida e uma fase liquida. E atingido o equilibrio de sorcio quando a
concentracdo do soluto adsorvido no interior se encontra em balanco dinamico com o
soluto adsorvido a superficie [5,31].

O processo de adsorcdo de um soluto em matrizes sdlidas tem sido objecto de
extensivos estudos, e as suas bases tedricas podem ser descritas como uma sequéncia de
acontecimentos. Trata-se, por isso, de uma analise fenomenoldgica, que descreve as
principais etapas da adsorcdo do soluto: transferéncia externa, interna e equilibrio
[5,31].

Os principais passos do processo de adsor¢éo, representados na Fig.13, sdo:
1. Transporte externo do soluto, do meio para a “fronteira” (Fig.13(1A));
2. Transferéncia do soluto da “fronteira” para a superficie do adsorvente/ entrada

do poro (Fig.13(1B));
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3. Transporte interno da superficie/ entrada do poro, para o0s sitios-activos
internos (Fig.13(2));

4. Adsorcdo do soluto aos sitios-activos da superficie interna do poro (Fig.13(3))
[5,31].

No que diz respeito a primeira etapa do processo de adsorcdo, esta pode ser
desconsiderada desde que seja mantida uma velocidade de agitacdo suficiente para que
seja evitada a distribuicdo heterogénea do soluto e do adsorvente, em solucao [5].

Também a quarta etapa do processo € negligenciavel na cinética global da
adsorcao pois, como bem documentado, esta etapa ocorre rapidamente [5].

Refira-se que a taxa/velocidade total do processo de adsor¢do depende do
rendimento individual de cada etapa, durante o transporte e adsor¢ao do soluto, do meio
reaccional para o interior dos poros do adsorvente. E um processo de equilibrio que,
normalmente, apresenta uma taxa elevada [31].

A difusdo externa e intraparticula sdo consideradas as etapas limitantes do

fendmeno de adsorcéo [5].

o “Fronteira”

Meio Adsorvente
o
Adsorvente
o

Fig. 13 — llustracdo representativa das principais etapas do processo de adsor¢éo: 1A — Transporte externo
do soluto da solugdo-meio para a “fronteira”; 1B — Transporte do soluto da “fronteira” para a entrada do
poro do adsorvente; 2- Transporte interno da entrada do poro do adsorvente para os sitios-activos do

mesmo; 3- Adsorcao do soluto aos sitios-activos da superficie interna do adsorvente. Adaptado de: [31]
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Nos processos de adsor¢do, sdo muitas as variaveis operacionais que influenciam
todo o processo [34]. A capacidade de adsor¢do de um sistema € altamente dependente
de:

e propriedades do adsorvente — porosidade, area de superficie e tamanho das

particulas [34];

e propriedades do sorbato — estrutura, solubilidade em &gua, carga ionica,
grupos funcionais, pKa, polaridade, funcionalidade, peso molecular e

tamanho molecular [34];

e condicbes da solucdo — solvente, pH, temperatura, forca iodnica,

concentracao do soluto e a competicao entre solutos [34];

e interacgdes na fronteira solido-liquido [34];

condicOes experimentais [34].

A influéncia da temperatura no processo pode ser verificada a dois niveis: por um
lado, diminui viscosidade da solucdo (aumentando a taxa de transporte ao longo da
fronteira externa, bem como ao longo dos poros), por outro lado, altera a estrutura do
adsorvente e consequentemente a capacidade do mesmo. Mas a temperatura também
pode ser desvantajosa: temperaturas elevadas promovem interacc@es irreversiveis [34].

No caso de adsorcdes a partir de solucdes liquidas, sdo as mais complexas pois
estdo envolvidos dois componentes. Neste tipo de adsorcdes, tanto o soluto como o
solvente s&o adsorvidos, ainda que em extensdes diferentes, sendo que na maioria destes
processos 0 componente de interesse € o soluto. Estdo assim envolvidas interaccdes
entre soluto-superficie, solvente-superficie e ainda solvente-soluto; todas influenciam a
eficacia do processo de adsor¢éo [35].

Adicionalmente, adsorcdes a partir de misturas complexas, de que sdo exemplo 0s
extratos, constituem processos problematicos. Nestas situacOes, a solubilidade do
composto de interesse influencia a eficacia do processo na medida em que quanto

menos soltvel for o composto, melhor a sua separacdo por adsorc¢ao [34,35].
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2.3.1. Etapas da adsorcéao

2.3.1.1. Transporte externo do soluto

A primeira etapa do processo de adsor¢do - transporte externo do soluto do meio
para a “fronteira” - ocorre aquando da difusdo molecular ao longo da “fronteira”
existente em torno do adsorvente. Isto € promovido pela diferenca de concentracdo que
se verifica entre a solugdo reaccional e a superficie do adsorvente [31].

Assim, o sorbato é transportado e a concentragdo ao longo da ’fronteira”
diminui. Este transporte da-se a uma velocidade directamente proporcional ao
coeficiente de transferéncia externa de massa [31].

Neste sentido, o coeficiente de transferéncia de massa depende de varios factores:
propriedades da solucdo (densidade e viscosidade), interferentes na solucdo, diametro
das particulas do soluto e a difusdo molecular do soluto no meio [31].

Tambem a esfericidade € um parametro a ter em consideracdo nesta primeira
etapa da adsorcao; este parametro tem em conta a diferenca entre a area da particula de

soluto e a area de uma esfera com o0 mesmo volume [31].

2.3.1.2. Transporte interno

Uma vez que o sorbato atravessa a “fronteira” e atinge a superficie do poro do
adsorvente, verifica-se a difusdo ao longo deste, num processo de transporte interno,

descrito por diferentes mecanismos [31]:

1. Difusdo molecular ao longo do poro (devido a diferenca de concentragdo da

solugédo que preenche o poro (Fig.13 (2));
2. Difusdo molecular ao longo da superficie adsorvida (Fig.13 (3)) [31].

No que diz respeito ao primeiro mecanismo, o que se verifica é que o soluto ao
migrar ao longo do poro, colide com outras moléculas e/ou contra as paredes do poro;
contudo, apenas é considerado difusdo molecular quando as colisdes mais frequentes
sdo0 aquelas entre o soluto e o sorbato. Por outro lado, existem casos em que as colisdes
mais frequentes s@o as colisdes entre 0 soluto e o poro do adsorvente (isto acontece
quando o diametro do poro € menor do que o espago livre para migracédo) [31].

Quando a concentracdo do sorbato é elevada e 0s poros sdo pequenos, verifica-se

0 segundo mecanismo de transporte interno. O que acontece é que, nestes casos, a
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interaccdo entre o soluto e o adsorvente ndo € muito forte, resultando numa maior
migragao do soluto ao longo do poro, do mais concentrado para 0 menos concentrado.
Este € o motivo pelo qual o coeficiente de difusdo a superficie aumenta com a area de
contacto [31].

Os mecanismos acima mencionados podem ocorrer em simultaneo, ja que 0s

adsorventes apresentam poros de diferentes diametros e tamanhos [31].

2.3.1.3. Equilibrio

A etapa de equilibrio do processo de adsor¢do traduz-se na diferenca da
capacidade, de um determinado adsorvente, atingir o equilibrio com cada um dos
componentes. Esta €, igualmente, a base da maioria dos processos de separagdo por
adsorcéo [31].

Nesta etapa, a concentracio da fase adsorvida (kg/kg™ de adsorvente) esta
relacionada com a concentragdo do soluto em solucdo (kg/m™ de solucdo), sendo que
esta relacdo € especifica para cada sistema sorbato/adsorvente, e altamente dependente
da temperatura [31].

Ao grafico que representa a concentracdo da fase adsorvida vs. concentracdo do
soluto em solucdo, a uma temperatura constante, da-se o nome de isotérmica de
adsorcéo [31].

Por outras palavras, uma isotérmica pode ser definida como a relacdo de
equilibrio existente entre o soluto e o adsorvente, a uma dada temperatura [5].

A realizacdo de estudos de equilibrio de adsorcdo tem, entdo, por objectivo a
indicacdo da capacidade do adsorvente, que é descrita por meio de uma isoterma de

adsorcao [5].

2.3.2. Tipos de interaccdes moleculares

Como ja mencionado, o ponto crucial no processo de adsor¢do € que exista
afinidade entre o adsorvente e o componente a ser separado. Esta, assim, implicita a
obrigatoriedade de existéncia de interacdes entre ambos [5,31].

Por outras palavras, a afinidade do adsorvente pelo composto a ser separado é o
resultado da existéncia de interac¢fes entre ambos que, de acordo com a intensidade
com que sdo estabelecidas, o processo pode ser classificado de natureza fisica ou
quimica [31,36].
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» Adsorcao fisica

Neste tipo de adsorcdo, as forcas de interac¢do sdo, geralmente, hidrofébicas e
fracas — van der Walls ou pontes de hidrogenio — e sdo produzidas a temperatura
ambiente, num processo rapido com baixa energia de activacéo [5,31].

Neste tipo de adsorcao, verifica-se a formacao de varias camadas de sorbato [31].

Uma molécula adsorvida fisicamente pode ser facilmente dessorvida, por reducdo

da concentragdo ou por aumento da temperatura [31].
» Adsorc¢do quimica

Na adsor¢do quimica, as interaccBes existentes sdo idénticas as envolvidas nas
ligacOes quimicas, ocorrendo numa vasta gama de temperaturas e requerem uma energia
de ativagdo muito maior [31].

A organizacdo do sorbato neste tipo de adsor¢do € restrita a uma monocamada
[31].

A dessorc¢ao de uma molécula quimicamente adsorvida € mais dificil, implicando
um grande aumento de temperatura [31].

Na inddstria, e respectivas aplicacdes da adsorcdo, o mais frequente é que as
moléculas estejam fisicamente adsorvidas. Contudo, na maioria dos casos € dificil
perceber se a adsor¢cdo quimica ocorre; isto porque, pode acontecer, que a primeira
camada (da multicamada da adsorcdo fisica) esteja quimicamente adsorvida ao
adsorvente e, as sucessivas, fisicamente adsorvidas [31].

Independentemente do tipo de adsor¢cdo que ocorra, a estrutura original do
adsorvente ndo € alterada visto que as moléculas adsorvidas localizam-se,
maioritariamente, entre as ligagdes insaturadas das laminas (em adsorventes laminares)

e, por isso, ndo desenvolvem uma estrutura tridimensional [36].

2.4. Adsorventes

Na maior parte dos processos de adsorcédo é utilizado um agente de separagdo de
massa — adsorvente — cujas caracteristicas e qualidade determinardo, directamente, a
eficiéncia do processo em si [31,35].Entdo, o adsorvente representa um dos factores

influenciadores do processo de adsor¢éo [31].
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Neste sentido, a capacidade, a selectividade e a resisténcia mecéanica do
adsorvente escolhido sdo aspectos cruciais para a eficiéncia da operacdo; mas sendo a
adsorcdo um fendmeno superficial o pardmetro mais importante é a area de superficie
por unidade de massa (area especifica) do adsorvente [31].

Daqui tem resultado o desenvolvimento de varios métodos de manufacturacdo que
sintetizam adsorventes com &reas especificas de 1500 m%/g; areas de superficie desta
magnitude sé sdo possiveis devido a elevada porosidade das particulas [31].

A porosidade do adsorvente € um parametro que pode ser determinante na
selectividade da adsorcdo, permitindo a selecc¢do das moléculas de interesse em funcédo
do seu tamanho [31].

No que diz respeito ao tamanho do poro, e segundo a IUPAC (International
Union of Pure and Applied Chemistry), os adsorventes sdo classificados em:
microporosos (diametro < 2 nm); mesoporosos (2 < didmetro < 50 nm) e macroporosos
(diametro > 50 nm). Neste seguimento, os adsorventes podem ser constituidos por, até,
85% de volume de particulas micro e mesoporosas, ja que todos os adsorventes Uteis
apresentam microporos [31,35,37]. E exatamente esta a razio pela porque a
quantificacdo relativa da distribuicdo do tamanho de poro é crucial na caracterizacdo
dos adsorventes, especialmente no caso dos microporos [35].

A natureza dos adsorventes é outro dos parametros que os classifica. Posto isto, 0s
adsorventes podem ser solidos de origem natural ou artificial e, consequentemente,
apresentam propriedades distintas [31,35]. Muitas tém sido as investigacfes em torno
do desenvolvimento de métodos de producdo de novos materais sintéticos. O princial
objectivo é que estes adsorventes apresentem melhores estruturas, isto é, maior area de
superficie, e propriedades que melhorem a capacidade, a especificidade, e a regeneracdo
do adsorvente [31].

Do ponto de vista comercial, os adsorventes sdo vendidos sob a forma de
granulos, pastilhas, flocos ou pos, cujos tamanhos variam entre 0s 50 m e 0s 1,2 cm, e

devem apresentar algumas caracteristicas [31]:
e Elevada selectividade [31];
e Capacidade para melhorar a eficiéncia da separagdo [31];

e Envelhecimento prolongado [31];
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e Resisténcia (para que a agitacdo e o transporte ndo leve a ruptura do solido)
[31];

e Féacil de regenerar e amigo do ambiente [31].

2.5. Processos de adsorcéo aplicados na industria

Do ponto de vista comercial, o processo de adsor¢do pode ser aplicado segundo
diversos e diferentes métodos de operacdo: em tanques com agitacdo, em colunas com
fluxo continuo, entre outras [31].

A nivel industrial, apesar da maioria dos processos serem realizados em colunas,
quando se tratam de processos em fase liquida, frequentemente, 0 método mais utilizado
é o tanque com agitacao [31].

Tal como representado na Fig.14, a operacédo é realizada hum tanque, que contém
a mistura liquida, a qual e adicionado o adsorvente em p0 que, em contacto com a fase
liquida, forma um coldide. A agitacdo € accionada, e o soluto € adsorvido ao
adsorvente; simultaneamente, é verificada uma diminuicdo da concentracdo do soluto na
fase liquida, ao longo do tempo. O processo € dado por concluido quando atinge o
equilibrio, isto é, quando a concentragdo na fase liquida atinge um valor constante [31].
Finalmente, o coldide é descartado e a fase liquida separada da fase solida, por filtragao;

0 adsorvente é, por fim, regenerado (normalmente por tratamento térmico) [31].

Adsorvente g §
em po Fracgao
\/\ liquida
\/\
°, o |o ¢ Filtragdo
Mist —
, 'S -ura L Adsorvente Regeneracao
liquida | o o 9 o

Fig. 14 — Processo de adsorcéo industrial, em tanque com agitacdo. Adaptado de [31]

A eficacia deste processo é elevada o que se deve ao constante contacto e

equilibrio estabelecido entre a mistura fluida e o adsorvente sélido [35].
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3. ADSORVENTES NAO-CONVENCIONAIS

3.1. Introducéo

A adsorgdo consiste num processo que tem por base o equilibrio e que se revela
eficaz se for tido em conta o custo implicito, a flexibilidade e simplicidade do processo,
bem como a facilidade com que o mesmo é realizado, para além de ndo originar
substancias perigosas [38].

Neste processo, a selec¢do do adsorvente a ser utilizado € um problema ja que a
decisdo depende, ndo sé do ciclo de adsorcdo, mas também da forma que o adsorvente
solido se deve encontrar (isto é, em granulos, pd, entre outros) [35].

Idealmente, os adsorventes deveriam ser especificos, isto &, idealizados e
produzidos com as caracteristicas especificas para a aplicacao pretendida [35]. Contudo,
e independentemente do adsorvente a ser seleccionado, as caracteristicas procuradas nos
mesmos sdo comuns: capacidade, selectividade, regenerabilidade, cinética e custo
associado [35].

O carvéo activado representa um dos adsorventes mais populares, cuja utilizacao
remonta desde o século dezanove; muito em parte pela grande area de superficie que
apresenta e pelos seus micro e macroporos [31,35]. Adicionalmente, o carvao activado é
maioritariamente apolar, resultando numa baixa afinidade com a &gua, 0 que o torna
uma boa opcdo na separacdo (por adsorcdo) de compostos organicos de solugdes
aquosas. Por exemplo, na industria alimentar, este adsorvente é utilizado na remocéo de:
proteinas, corantes, pigmentos naturais, micotoxinas, entre outros [31].

Mas, para além de ser caro, o carvdo ativado € um adsorvente de dificil
regeneracgao, o que representa algumas perdas de adsorvente; um exemplo é aquando da
adsorcdo de fendis ja que alguns destes compostos sdo adsorvidos de forma irreversivel
[35,38].

Muitos tém sido os estudos desenvolvidos que visam a utilizacdo de adsorventes
ndo-convencionais, como alternativa ao carvdo ativado, tornando o processo de
adsorcdo mais barato e eficaz [35,38].

Materiais naturais, residuos da indastria e da agricultura, bem como
bioadsorventes, estdo reportados como substitutos do carvao ativado por serem baratos,
eficientes e facilmente disponiveis. De entre os materiais naturais, estdo descritos alguns

resultados promissores no que respeita a utilizacdo de argilas [38].
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O custo das argilas representa, aproximadamente, 1% a 3% do carvéo ativado;
entdo, por se tratar de um material natural e barato revelam-se de extrema importancia
como adsorvente alternativo [33,39].

A adsorcdo representa, por um lado um papel-chave mas, por outro lado, um
processo limitante; isto porque futuras aplicacGes da adsorcdo estdo dependentes da
disponibilidade de novos (e melhores) adsorventes [35].

Neste sentido, e nos ultimos 20 anos, tem sido verificado um aumento acentuado
no desenvolvimento de novos adsorventes, que se revelem mais baratos e mais
eficientes (entre os quais se encontram novos materiais nanoporosos). Este facto tornou
a adsorcdo num processo-chave em varias industrias (quimica, petroguimica e
farmacéutica) [35,38]. Posto isto, e apesar das propriedades adsorptivas da maioria dos
adsorventes continuarem pouco exploradas, ndo existem davidas acerca das vantagens

que os adsorventes de baixo custo representam, ao nivel comercial e do futuro [35,38].

3.2. Adsorventes nao-convencionais

Os adsorventes ndo-convencionais, tal como reportado na literatura, apresentam
grandes potencialidades por estarem rapidamente disponiveis e por serem eficientes e
baratos [38]. O préprio custo dos adsorventes é um parametro muito utilizado para
comparacéo entre adsorventes; assim sendo, um adsorvente pode ser considerado barato
quando é abundante na natureza ou quando é um sub-produto e/ou residuo da industria,
mas, acima de tudo, quando requer pouco processamento [38].

Mas é a natureza quimica do adsorvente que vai determinar qual o mais
adequado, de acordo com 0s componentes a serem adsorvidos [31].

No caso especifico da adsorcdo de corantes, e para que 0s adsorventes ndo-
convencionais (e baratos) sejam considerados adequados tém de apresentar uma série de
caracteristicas especificas: elevada eficiéncia na remo¢do de uma vasta gama de
corantes, elevada capacidade e taxa de adsorcdo e, ainda, elevada selectividade em

diferentes concentracdes [38].

3.3. Argilas

O conhecimento e utilizacdo de argilas naturais pela Humanidade remonta desde
os primordios da civilizagdo [38]. As caracteristicas que apresentam continuam a ser as
responsaveis pela utilizacdo das argilas ser considerada promissora, tanto para fins de

purificacdo, como para fins ambientais [38].
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A elevada abundancia de argilas em quase todos os continentes torna-as baratas,
um dos requisitos para serem considerados adsorventes alternativos; além disso
apresentam elevada capacidade de adsorcédo [38].

Estas caracteristicas tdo especificas tornam as argilas propicias para serem

utilizadas com diferentes propositos:

e adsorcdo de corantes artificiais a partir de aguas resultantes da industria
téxtil [30,38] ;

e estabilizacdo de espécies nutracéuticas na industria farmacéutica [21] ;
e utilizacdo enquanto sistemas de entrega de farmacos [21].

Uma das aplicagbes mais interessantes das argilas enquanto adsorventes recai
sobre a estabilizacdo de corantes sintéticos flavilium contra a radiacdo
(fotoestabilizacdo), conforme ja descrito em zeolites e em silicatos mesoporosos [21].

O processo de adsorcao de corantes propriamente dito, bem como a interaccao das
argilas com os mesmos, sdo tematicas em continuo estudo e muito poucos relatos
existem sobre a intercalacdo/adsorcdo de corantes naturais (e/ou nutracéuticos) em

silicatos laminares [21].

3.3.1. Definicéo

Facilmente encontradas por toda a superficie terrestre, as argilas sdo o principal
componente dos solos e das rochas sedimentares. Mas a designacdo argila torna-se
ambigua pois na literatura existem reportados dois termos distintos [36].

O termo utilizado na mineralogia refere-se a uma parte da familia dos
filossilicatos que consistem em aluminossilicates hidratados com quantidades
consideraveis de magnésio, potéssio, calcio, sodio e ferro na sua constituicdo [36].
Apesar da constituicdo quimica variar muito, as argilas sdo classificadas em, apenas,
oito familias gerais: esmectites, micas, caolinas, talco, cloretos, vermiculitas, fibrosos e
interestratificados [36].

Por outro lado, o termo argila pode, igualmente, se referir aos materiais naturais
constituidos por grdos muito finos de minerais, que apresentam alguma plasticidade
quando em contacto com a agua. Este termo € aplicado a todas as particulas encontradas
nos solos e/ou sedimentos, com dimensd@es inferiores a 2 um, e nos quais estdo incluidos

os filossilicatos referidos acima [36].
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Entdo, de uma forma muito simplificada, as argilas sdo grdos/particulas com uma
estrutura fina e altamente porosa, constituida por uma grande variedade de filossilicatos
cristalinos ricos em silicio e em oxidos e hidréxidos de aluminio. Estes encontram-se
hidratados, facto traduzido pela presenca de agua estrutural, cuja quantidade é variavel.
Podem, ainda, ser encontrados outros elementos como ferro e, até, outros materiais

como o quartzo [30,31,36].

3.3.2. Estrutura

As argilas representam uma pequena fraccdo dos materiais laminares: classe
especial de compostos cujos cristais sdo formados por aglomeracbes de unidades bi-
dimensionais, em camadas, que se mantém unidas por accdo de forcas fracas [36]. A
estrutura das argilas resulta da disposicdo, em camadas, dos aluminossilicatos que as
constituem [35,36,38].

De forma geral, a estrutura laminar das argilas pode ser comparada a uma
sandwiche (Fig.15A): duas estruturas tetraédricas de silica (Fig.15B, a vermelho) entre
as quais se dispde uma estrutura octaédrica de aluminio ou magnésio (Fig.15B, a azul)
[36].

OH
/
|
Estrutura tetraedrica / |
OH*
Estrutura octaedrica =Al
OH*
Estrutura tetraedrica \ |
A) >5i
\
B) OH

Fig. 15 - Representacao esquematica da estrutura sandwiche de uma argila T-O-T. A) sandwiche do ponto
de vista estrutural; B) estrutura do ponto de vista quimico (vermelho a estrutura tetraédrica; azul a

estrutura octaédrica). Adaptado de [36].

Na Fig.15B, a vermelho, encontra-se a estrutura tetraédrica constituida por &tomos

de oxigénio laterais com um atomo de silica central. Ja a estrutura octaédrica (Fig.15B,
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a azul) é constituida por atomos de oxigénio e grupos OH, no centro dos quais se dispde
um atomo de aluminio (ou magnésio) [36].

Isoladamente, cada unidade (tetraédrica e/ou octaédrica) estabelece ligagcdes com
unidades iguais, ao longo do plano; daqui resultam planos atomicos sobrepostos e,

consequentemente,as caracteristicas laminas das argilas (Fig.16) [36].

0O 00 OO 0O 0O O
N/ \N/ \N/ \N/ \/
Si Si Si Si Si

-+ Laminatetraédrica

|
OH OH OH OH OH
/7 N/ N/ N/ \/ P .
Al Al Al Al Al Al ~ Laminaoctaédrica
N/7N/ N/ N/\
OH OH OH OH OH
[ | | | |
Si Si Si Si Si — > Laminatetraédrica

Fig. 16- Representacdo da estrutura laminar caracteristica das argilas. Adaptado de [36].

A estrutura geral das argilas pode apresentar constituicbes quimicas diferentes em
cada lamina, isto porque os catides presentes em cada uma podem ser distintos (por
exemplo, aluminio, silica, magnésio, ferro, etc.); para além disto, as proprias laminas
podem se agrupar segundo combinagdes muito variadas [36]. Daqui resultam estruturas
laminares com comportamentos especificos, bem como distancia entre 1aminas; sdo

estas diferencas estruturais que classificam as argilas [36,38].

» Classificacéo por constituicdo quimica

Se a classificacdo das argilas tiver em conta a sua constituicdo quimica, as
mesmas podem ser designadas de acordo com o seu contetdo em: laminas de silicato
((Siz05)?), em laminas gibbsite (Al,(OH)4) ou em laminas de brucite (Mg2(OH)a) [36].

As laminas de brucite (b) e gibbsite (g) organizam-se octaedricamente, enquanto
as laminas de silicatos (s) organizam-se tetraedricamente; € a sequéncia de orientacao
das laminas que caracterizam e diferenciam grupos distintos de argilas: por exemplo, as
esmectites sdo s-g-s, tal como as ilites (com a diferenca de que as Ultimas apresentam
um maior conteddo de agua na sua estrutura), enquanto as caulinites sdo s-g,

contrariamente as lizardites que séo s-b [36].
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» Classificagdo por constitui¢do laminar

Ao nivel das laminas, as argilas podem ser classificadas pelo nimero de laminas
tetraédricas (T) e laminas octaédricas (O), bem como pela forma como se organizam
[36]. Assim sendo, uma argila classificada como T-O-T diz respeito a uma argila
constituida por duas laminas tetraédricas entre as quais se dispdem uma lamina
octaédrica; por outro lado, uma argila T-O apresenta laminas octaédricas e tetraédricas
organizadas consecutivamente [36].

Mas a classificagdo de acordo com o nimero de laminas é limitada uma vez que é

pobre em relagdo aos detalhes quimicos das argilas em questao [36].

» Classificacdo de Grim

O método mais comum de classificar as argilas baseia-se na classificacdo de
Grim: as argilas sdo agrupadas de acordo com o arranjo estrutural das suas laminas e
com o tipo de estrutura das suas cadeias [36].

Entdo, uma argila constituida por duas laminas tetraédricas entre as quais se
encontra uma lamina octaédrica corresponde a uma argila s-g-s ou s-b-s, que também
pode ser designada de T-O-T, e diz respeito a uma argila laminar do tipo 2:1. Ja uma
argila do tipo s-g ou s-b, também designada por T-O, neste tipo de classificacdo refere-
seauma argila 1:1 [36].

A principal diferenca entre as duas classes de argilas 2:1 e 1:1 verifica-se ao nivel
do seu comportamento: quando colocadas em contacto com solventes polares, as argilas

2:1 tém a capacidade de se expandirem/hidratarem, contrariamente as argilas 1:1 [36].

Na Fig.17 estdo representadas, simultaneamente, trés formas de classificacdo
acima referidas: constituicdo quimica (s-g e s-g-s), constituicdo laminar (O-T e T-O-T)
e Grim (1:1e2:1).
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- Estrutura laminar
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Fig. 17 - Esquematizacdo simultanea dos trés tipos de classificacdo das argilas. Adaptado de [36].

A fim de facilitar a classificagdo dos diferentes tipos de argilas existentes, sao
consideradas, apenas, trés familias principais de argilas: as caulinites, as esmectites-
ilites (s-g-s) e as clorites (s-b-s b) [36,38].

Da familia das esmectites (s-g-s) fazem parte dois tipos de argilas muito
importantes, nomeadamente as montmorilonites (representada na Fig.18) e as saponites,
ambas correspondentes a argilas do tipo 2:1, e que serdo discutidas em pormenor mais a
frente [36].

O talco, apesar de pertencer a familia das clorites (s-b-s b), é uma argila muito

particular pois apresenta sequéncia (s-b-s) podendo, por isso, ser agrupada em diferentes
grupos [36].
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I. Revisdo Bibliogréafica

Fig. 18 — Representacéo esquematica de uma argila montmorilonite [36].

As diferencas estruturais das argilas resultam em diferencas morfoldgicas; as
esmectites, por exemplo, apresentam-se como particulas planares pouco diferenciadas,
irregulares, com tamanho inferior a 2 microns [36].

Na Fig.19 estdo representadas as estruturas das esmectites e do talco (A e B,
respectivamente), cujas diferencas quimicas originam morfologias bastante distintas (C

e D, respectivamente) [36].

Fig. 19 — Representacdo estrutural de argilas e respectivas morfologias (obtidas por microscopia

electronica de varrimento): A- representacao estrutural de uma esmectite; B- representacdo estrutural do

talco; C- morfologia de uma esmectite; D- morfologia do talco. Adaptado de [36].

Mas as diferencas estruturais verificadas entre as argilas ndo se reflectem apenas
em diferencas morfolégicas; também o comportamento e algumas caracteristicas sao o
resultado da estrutura [33,36,38].
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A capacidade de adsorcdo, por exemplo, deve-se, em muito, a carga de superficie
negativa que as argilas apresentam (resultante da sua estrutura), e que as torna capazes
de adsorver moléculas com carga positiva, tais como antocianinas. Também a area de
superficie das argilas, bem como a porosidade que apresentam (que chega a atingir
cerca de 50% do seu volume) estdo envolvidas na capacidade de adsorcdo (numa

relacdo de proporcionalidade directa [33,38].
3.3.3. Classificacéao

3.3.3.1. Esmectites (Montmorilonites e Saponites)

As argilas montmorilonites e saponites, ambas classificadas como esmectites, sao
as argilas mais estudadas para fins de intercalagdo de farmacos; apresentam elevada
capacidade de troca i6nica e de expansdo em meio aquoso [21,37]. As esmectites
representam um dos trés grupos mais importantes da familia dos materiais laminares
com estrutura 2:1 [36].

A estrutura 2:1 das esmectites corresponde, especificamente, a: uma lamina de
aluminio (octaedros de atomos de aluminio ligados a 4&tomos de oxigénio e a grupos
hidroxilo (Fig.20A, capazes de se polimerizar bi-dimensionalmente, Fig.20B) que €
envolvida por duas laminas de silica ( estrutura de atomos de silicio ligados a &tomos de
oxigénio — SiO4 -numa estrutura tetraédrica (Fig.21A), que se polimeriza bi-
dimensionalmente, Fig.21B) [35,36].

Fig. 20 - Representagdo esquematica de: A- unidade tetraédrica individual; B- [amina de unidades
tetraédricas. Adaptade de [37].
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Fig. 21 — Representacao esquematica de: A- unidade octaédrica individual; B- ldmina de unidades
octaédricas. Adaptado de [37].

O numero e tipo de catides presentes na lamina octaédrica € um critério que
classifica as esmectites (em dioctaédricas ou em trioctaédricas, sendo as argilas
montmorilonites classificadas como dioctaédricas [36]:

« Dioctaédricas — 2 octaedros oupados por catides trivalentes (ex: AlI**);

e Trioctaédricas — 3 octaedros ocupados por catides divalentes (ex: Mg*").

A estrutura destas argilas € formada por laminas negativas (2:1) empilhadas,
intercaladas com catides hidratados de forma a equilibrar a carga (Fig.22). E a este
equilibrio de carga que se deve a elevada capacidade de troca ionica (CEC)
caracteristica destas argilas; esta propriedade mede a quantidade total de catibes
adsorvidos na argila e é expressa em miliequivalentes por 100 gramas de argila seca
(meqg/100 g) [21,36].

/' —__ 5 laminatetraédrica

Estrutura 2:1 —

— |aminatetraédrica

Catido hidratado permutavel

— + laminatetraédrica

Estrutura2:1 — — |aminaoctaédrica

— laminatetraédrica

@ - OH ® - Al (Mg, Fe)

O -0 e 0 - Si(AD

Fig. 22 - Representacdo esquematica da estrutura de uma argila esmectite. Adaptado de [37].
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As argilas montmorilonites, por exemplo, apresentam valores de CEC a rondar 0s
81-124 meqg/100 g. Uma das caracteristicas destas argilas é os valores de CEC serem
altamente varidveis e estdo relacionados com a sua composi¢do, que por sua vez € o
resultado das diferencas verificadas ao nivel da sua génese/origem [36].

Dependendo do catido permutavel dominante, as argilas podem ser denominadas
por sddicas (Na*) ou célcicas (Ca?"), sendo que as montmorilonites sodicas e célcicas
sd0 as mais comuns no grupo das esmectites [36].

As montmorilonites sodicas caracterizam-se pela distribuicdo das cargas de
superficie ndo ser homogénea: enquanto a superficie interna apresenta carga negativa
resultante da troca/substituicdo dos ibes internos (trocas isomorficas) e, por isso,
independente da composi¢cdo aquosa, por outro lado a carga da superficie externa é
dependente do pH do meio e € originada por reacgdes de adsorcdo/dessorcdo de protdes
nos grupos OH localizados a superficie [36]

Uma caracteristica importante das esmectites, é a elevada capacidade que
apresentam para doar electrdes, 0 que aumenta a capacidade de adsorcao [36].

Outra importante caracteristica destas argilas € a capacidade de
expansdo/hidratacdo que esta directamente relacionada com a energia de hidratacdo dos
catiGes intercalados; daqui resulta que o espacamento basal nas esmectites ndo é
constante, dependendo do tipo catides intercalados e do estado de hidratacao.
Dependendo do nimero de camadas de hidratacdo, o espacamento basal de uma

esmectite pode aumentar até mais de 90% do valor inicial [36,37].
SWy-2

A argila SWy-2 é classificada como uma montmorilonite sédica (Na‘), é
encontrada no estado do Wyoming (E.U.A), mais precisamente em County of Crook, na
formacdo Newcastle (¢ uma argila com génese a partir de crustdceos) [40]. As

caracteristicas principais desta argila estdo descritas pelo fornecedor [40].
SapCa-2

A argila SapCa-2 é classificada como saponite e é encontrada em Ballarat, no
estado da California (E.U.A) [40]. As caracteristicas principais desta argila estdo

descritas pelo fornecedor [40].
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A carga negativa das laminas € a principal caracteristica que diferencia estas duas
argilas. Enquanto na SWy-2 a carga negativa advém, principalmente, da substituicdo de
Mg”* por AI** na lamina octaédrica, na argila SapCa-2 a carga negativa resulta da

I** por Si'V nas laminas tetraédricas [21].

substituicdo do A

Esta diferenca de origem de cargas influencia a capacidade de adsorcdo de cada
uma das argilas, que por sua vez estd relacionada com a capacidade de
expansédo/hidratagdo de cada uma [21].

A capacidade de expansdo/hidratacdo das argilas esmectites pode ser
condicionada pela presenca de cargas tetraédricas, em relacdo as cargas octaédricas:
enquanto as cargas tetraédricas estdo mais proximas do espaco entre as laminas, as
cargas octaedricas estdo mais distantes. Assim, as cargas octaédricas originam
interaccdes fracas na superficie basal, resultando em maior capacidade de expansdo,
enquanto as tetraédricas podem criar potenciais electroestaticos periddicos nas
superficies basal e, portanto, menor capacidade de expansdo [21].

Apesar da area de superficie total da SapCa-2 (780 m?/g) ser ligeiramente maior
do que a da SWy-2 (724 m%/g), a cinética de adsorcdo de pigmentos nesta argila é
desfavorecida pois apresenta menor capacidade de adsorcdo, relativamente a SWy-2
[21].

3.3.3.2. Bentonite

As argilas bentonites séo filossilicatos de aluminio, maioritariamente constituidas
por montmorilonites e, na maioria dos casos sdo argilas impuras [31].

Tal como nas montmorilonites, é o catido hidratado permutavel maioritario o
responsavel pelas propriedades tdo distintas que estas argilas apresentam; nas argilas
bentonite o catido maioritario é o sodio (Na*) [31].

O interesse pelas bentonites tem vindo a crescer nos Gltimos anos, devido a
propriedade que apresentam de adsorver, tanto moléculas inorganicas, como moléculas
organicas. A interaccdo entre corantes e este tipo de argilas tem sido alvo de muitos
estudos, onde relatam, por exemplo, a maior capacidade desta argila adsorver corantes
basicos — ndo so pela sua carga ionica, como também pelo caracter da propria argila
[38].

Adicionalmente, as bentonites apresentam uma propriedade interessante:
adsorvem quantidades relativamente grandes de proteinas, a partir de solucdes aquosas
[31].
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NaSDN3

A argila NaSDN3 é caracterizada como uma bentonite, recolhida na Serra de
Dentro, Ilha do Porto Santo (arquipélago da Madeira), cujos depdsitos estdo localizados,
maioritariamente, na zona oriental da ilha e segundo Fernandes [37], sdo Unicos no
territdrio portugués.

A formacdo dos depdsitos desta argila pode ter por base alteragcdes de tufos
vulcanicos, neutros e/ou acidos, ricos em vidro [37].

A argila NaSDNj3 corresponde a uma bentonite trocada com sddio (Na*) [37].
3.3.3.3. Talco

Vulgarmente conhecido como po talco, e muito utilizado em diversas industrias, o
talco corresponde a um mineral natural classificado como um filossilicato 1:1. Apesar
de, idealmente, a sua férmula quimica ser Mgs(OH),Si4O10 (estrutura representada na
Fig.23) na realidade o talco pode apresentar outros minerais associados, cujas
quantidades podem variar, desde vestigiais a consideraveis, dependendo da sua origem e

método de preparacdo [36,41,42].

—Si

Fig. 23- Representacdo esquematica da estrutura do talco [36].

Esta particular classe de argila é comercializada sob a forma de p6 fino, resultado
da pulverizagdo que os agregados granulares ou laminares originais sofrem. As suas
particulas (Fig.24) sdo relativamente grandes, individualizadas e com limites bem

visiveis, tornando a sua textura impalpavel e untuosa [36,41].
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Fig. 24 — Morfologia das particulas talco (obtida por microscopia electrénica de varrimento) [36].

Quanto a cor do talco, varia de acordo com o grau de pureza que apresenta, sendo
que o talco puro é branco; posto isto, o talco a ser utilizado deve se assemelhar, o
maximo possivel, ao branco. Dai que a propria cor do talco pode ser utilizado como um
indicador indirecto de qualidade e pureza ja que a presenca de outros elementos (ferro,
cobre, niquel ou cobalto) ou impurezas na sua estrutura resultam em variacdes da sua
cor [36,41].

O talco representa uma classe especial de argilas, e a sua utilizacdo é muito
comum na inddstria da cosmética e na inddstria farmacéutica e ainda noutras industrias
mais gerais [36,41,42].

E comum serem verificadas diferencas ao nivel do conteido de mineral talco (e
consequentemente da pureza) de acordo com a industria na qual é utilizado: o talco
industrial representa o talco menos puro (com teor de talco inferior a 30%), ja o talco
cosmético apresenta, pelo menos 85% - 90% de talco e, por sua vez, o talco
farmacéutico apresenta uma pureza superior ao cosmetico (por imposicdo das
farmacopeias que regulam a qualidade de todos os materiais utilizados na industria
farmacéutica) [41,42].

A utilizacdo do talco nas industrias acima referidas € o reflexo das suas
caracteristicas, que o tornam apetecivel: do ponto de vista quimico, o talco € altamente
inerte e, portanto, estavel; a isto se aliam as vantagens de ser suave e escorregadio ao
tacto. Ficam assim reunidas as condi¢Oes ideais para a sua utilizacdo na inddstria
farmacéutica como agente lubrificante e de enchimento, para o fabrico de comprimidos
e ainda como estabilizador de suspensfes, e na inddstria cosmética em produtos

dermatoldgicos para aplicagdo externa [41,42].
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Como referido anteriormente, a estrutura das argilas influencia directamente o
comportamento e as caracteristicas das mesmas. Uma das caracteristicas do talco é o seu
elevado caracter hidrofobico, quando colocado em contacto com a agua, resultado da
sua baixa tendéncia para doar electrdes; isto indica que 0s oxigénios presentes a sua
superficie ndo partilham com facilidade o Unico par de electrdes [36].

Outra importante caracteristica do talco com influéncia directa no comportamento
é o facto de apresentar carga de superficie baixa (quase nula), que se manifesta na
incapacidade do talco expandir em meio aquoso, contrariamente a maiorida das argilas
(do tipo 2:1) [36].

3.3.4. Propriedades electrocinéticas das argilas

As argilas apresentam diversas propriedades Unicas que originaram um campo de
investigacdo imenso e complexo [36].

O comportamento das argilas, quer no que diz respeito a sua superficie, quer no
que concerne ao mecanismo de interacgdo em sistemas aquosos, € justificado segundo
as suas propriedades electrocinéticas; estas dependem da composi¢do quimica da argila

e do arranjo estrutural das laminas (tetraédricas e octaédricas) [36].
» Carga de superficie

A carga de superficie é uma das caracteristicas importantes das argilas pois dita o
comportamento destes materais inorganicos quando colocadas em meio aquoso
(comportamentos de dispersdo ou agregacdo). E ainda este atributo que define a
possibilidade das argilas formarem uma suspensao aquosa estavel [36].

A carga de superficie das argilas resulta do arranjo estrutural das laminas
tetraédricas e octaedricas que as constituem (bem como as combinacdes das laminas)
[36].

As argilas esmectites, por exemplo, apresentam uma elevada carga de superficie.
Isto resulta em repulsdo electronica nos atomos de oxigénio que, em vez de doarem o
seu par de electrdes para formar pontes de hidrogénio a superficie externa, desviam-no
para a superficie interna, podendo assim interagir, ndo s6 com a agua mas também com
moléculas organicas [36]. A carga de superficie deste tipo de argila é aumentada na
presenca de catides monovalentes (Li > K > Na), para além de que a superficie interna
deste tipo de argilas apresenta uma maior afinidade para catides organicos,

comparativamente aos catides inorganicos [36].
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> Area de superficie

A éarea de superficie é outra das propriedades vantajosas das argilas que Ihes
permite serem utilizadas nas industrias farmacéutica e cosmética [21].

Na maioria dos casos, e independentemente da sua natureza sintética ou natural,
as argilas apresentam elevadas areas de superficie que resultam do arranjo estrutural
caracteristico que apresentam (em laminas) [36].

A érea de superficie de um solido aumenta (em volume) a medida que este é
fraccionado; a area de superficie de uma argila é influenciada por dois aspectos,
nomeadamente o tamanho dos grdos (em proporcionalidade inversa) e a porosidade da
mesma (numa proporcionalidade directa) [36].

E possivel definir, especificamente, uma éarea de superficie, ja que existem varios
métodos disponiveis para tal. A forma mais conveniente de expressar a area de
superficie de uma argila é através da expressdo do seu valor em area de superficie por
unidade de massa. O método mais comum de definir a area de superficie de uma argila é
0 método BET que se baseia na quantificacdo de um gas adsorvido numa determinada e
conhecida massa de solido; o parametro chave deste método baseia-se na medicdo da
area média de adsorvente ocupada por uma molécula de adsorbato quando é formada
uma monocamada [36].

Esta quantificacdo é apresentada sob a forma de um grafico — isoterma de
adsorcdo — que representa o volume adsorvido em relacdo a pressdo relativa. O
instrumento BET converte, de forma automatica, a capacidade da molécula adsorvida
(em monocamada) numa area de superficie, que é expressa em m%g [32].

De acordo com valores reportados na literatura, a area de superficie das argilas
pode variar de < 1 m%*g (quando se tratam de caolinas, cujos graos sdo grandes e bem
cristalizados, sendo este um valor considerado baixo) até 700 m%g (no caso de uma
montmorilonite parcialmente laminada); como valores de referéncia temos a area de

superficie do carvéo activado de 1000 m*/g [36].
» Capacidade de adsorcao

A capacidade de adsorcdo é outra das propriedades vantajosas das argilas e esta
directa e proporcionalmente relacionada com éarea de superficie [21,32]. Mas a

capacidade de adsorcdo de um adsorvente — e, consequentemente, a quantidade de
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adsorbato que € capaz de adsorver - também esta relacionada com a porosidade do
mesmo, que por sua vez se relaciona com a area de superficie [32,36].

Para uma total percepcdo do processo de adsor¢do num determinado adsorvente, é
fundamental ter conhecimentos acerca da area de superficie bem como da porosidade do
adsorvente em questdo [32].

A capacidade de adsorcdo de um adsorvente também pode ser determinada pela
medicdo do angulo de contacto (8) que o liquido estabelece a superficie do adsorvente.

Como regra geral temos que:

0 > 90° - material hidrofdbico ( o liquido tende a formar gotas a superficie
do adsorvente (Fig.25A) );

0 < 90° - material hidrofilico (o liquido tende a se espalhar ao longo da

superficie do adsorvente (Fig.25B);

0 = 90° (Fig.25C) — material semi-hidrofilico (o liquido forma um

filme/barreira muito fino a superficie do adsorvente [32].

0>90° 0 <90° 6 =90°
Al solido ] p [__solido ] ¢ [_sdlido J

Fig. 25 - Representacdo dos angulos de contacto entre um liquido e um sélido; A- material hidrofébico;
B- material hidrofilico; C- material semi-hidrofilico. Adaptado de: [36].

A natureza hidrofilica das argilas indicam a tendéncia que estas apresentam para
se manter em suspenséo [36].

Ao longo do tempo, podem ser verificados dois tipos de angulo de contacto: um
inicial (que corresponde ao primeiro contacto entre o liquido pretendido e o adsorvente
seco) e outro considerado de equilibrio (condigao de equilibrio verificada entre o liquido
e a superficie do material) [32].

Atavés de tratamentos quimicos, € possivel melhorar/aumentar a capacidade de
adsorcdo das argilas. De entre os tratamentos possiveis, destacam-se o tratamento
térmico e a activagdo acida das argilas: esta reportado que o tratamento térmico aumenta

a capacidade de adsorcdo das argilas em, cerca de 16%; também foi comprovado que as
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bentonites tratadas com A&cidos apresentam uma maior capacidade de adsorcdo

comparativamente as ndo tratadas, por aumento da area de superficie [30,35,38]
» Capacidade de expansdao/hidratacao

Na maioria das aplicac¢fes industriais as argilas sdo utilizadas ja molhadas ou séo
previamente colocadas em contacto com a agua [36]; em ambos os casos as argilas
podem sofrer uma grande variedade de efeitos quimicos, dai que as interaccoes argila-
agua representam um campo de estudos muito vasto, pois uma unica estrutura geral é
capaz de originar muitos comportamentos [36].

Qualquer particula mineral, quando em contacto com um liquido, apresenta uma
carga electrocinética intrinseca dependente de algumas propriedades da fase liquida (tais
como pH e forga ionica) [36]. As argilas ndo sdo excepcdo e apresentam carga a
superficie; é, alias, esta carga de superficie que as torna capazes de alguns mecanismos
especificos, entre os quais a capacidade de expansdo [36].

A expansdo das argilas traduz o fendmeno destas formarem uma dispersao
coloidal (devido ao reduzido tamanho das suas particulas), quando em contacto com
agua; da-se um aumento do seu volume inicial, por captacdo de dgua para 0 espaco
interlaminar da argila, que se reflecte num aumento do espacamento basal (dgo;) da
argila. [30,33,36]

Uma vez que a maioria das argilas sdo hidrofilicas ( 6 < 90°), com angulos de
contacto que variam entre 30° e 40° (Fig. 26) — e a excepcdo do talco que é uma argila
com caracter hidrofébico - o fendmeno de expansdo das argilas pode ser, igualmente,
descrito como um fendmeno de hidratagdo [36].

O fendmeno de expansdo/hidratacdo das argilas estd representado, de forma

simplificada, na Fig.27.
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Fig. 26 — Esquema ilustrativo da hidrofilicidade das argilas: (a) &ngulos de contacto resultantes da
interaccdo do liquido com a superficie do sélido; (b) grafico representativo dos angulos de contacto

comuns de alguns solidos. Adaptado de [36].
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Fig. 27 — Representacdo esquematica do processo de expansdo/hidratacdo de uma argila
(montmorilonite); A- argila desidratada/seca; B- argila hidratada (camada Gnica de moléculas de &gua);

C- argila hidratada (dupla camada de moléculas de agua). Adaptado de: [37]

Durante o processo de expansdo/hidratacdo € verificado um aumento da
viscosidade da argila; a area de superficie da argila pode aumentar em mais de 200% e
também o volume da mesma € alterado para cerca de 0,95 nm acima do valor normal,
resultado da quebra das ligagOes fracas que mantém as laminas das argilas coesas
[36,43].

Nem todas as argilas apresentam a capacidade de expandir/hidratar quando em
contacto com agua/liquidos polares. Este fendmeno é caracteristico das argilas do tipo
2:1 (tais como esmectites) - contrariamente as argilas do tipo 1:1 (por exemplo, o talco)
— que as torna sistemas altamente estruturados; & exatamente esta propriedade que
caracteriza as argilas do tipo esmectites, nas quais se incluem as montmorilonites [36].

O préprio processo de adsorcdo de espécies cationicas é considerado um passo da
expansdo da argila pois as espécies catidnicas adsorvidas no espaco interlaminar da

argila fazem aumentar o volume da mesma [36].
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Mas a compreensdo total deste fendmeno tdo caracteristico apenas é possivel
quando sdo estudadas as alteragfes termodindmicas que ocorrem durante 0 processo de

expansédo/hidratagao [36].

3.3.5. Aplicacbes das argilas

As argilas apresentam caracteristicas Gnicas no que diz respeito ao tamanho das
suas particulas e a estrutura cristalina o que as torna adequadas em diversas aplicagdes
industriais (tais como agentes adsorventes, anti-inflamatérios, entre outras) [36].

Por serem facilmente encontradas a superficie terreste e pelas propriedades
particulares que apresentam, as argilas sdo utilizadas desde a pré-historia para
propdsitos terapéuticos; actualmente, esta continua a ser uma das principais aplicac6es
das argilas (apesar de mais restrita por imposicdes regulamentares especificas) [36].

O desenvolvimento de varias areas da ciéncia — mineralogia, quimica e farmacia —
foi fundamental para perceber a natureza destes materiais naturais; mas foi o
desenvolvimento de técnicas como a difraccdo de raios-X (XRD), no inicio do séc XX,
que permitiu perceber os motivos das suas propriedades Unicas [36].

Conforme revisto na literatura, as argilas tém diversas aplicagdes a nivel

industrial. Na tabela 3 estdo resumidas algumas dessas aplicacgdes.
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Tabela 3 - Aplicagdes industriais das argilas. Informacéo disponivel em [36].

. Aplicacdes topicas
Facilitar a
o } (para manter a dose de
administracéo de um . ] ]
o o ] principio activo na area
Excipiente principio-activo;
. a ser tratada, por
melhorar estabilidade
] aumento da
ou aspecto final. o
viscosidade)

Aplicacdes
] Protectores gastro
farmacéuticas o Tratamento activode | L
Principio activo intestinais; anti-acidos;
doengas o .
anti-inflamatdrios
Interac¢do com o
. o ] Melhorar a
Transporte de farmacos principio activo do o o
) biodisponibilidade;
medicamento
Utilizado pelas
Tratamento de )
) A ) . propriedades de
Cosmética Terapéuticas de SPA’s | patologias reuméaticas e

» absorgéo e
artriticas )
arrefecimento lento

3.4. Resinas

Para além das argilas (adsorventes minerais), também as resinas poliméricas
(adsorventes sintéticos) tém sido aplicadas com sucesso na recuperacao/separacao
selectiva de compostos bioactivos [31,34].

As resinas macroporosas surgem entdo como tecnica eficiente de separacéo,
recuperacdo e concentragdo de compostos bioactivos, a partir de diversas fontes,
resultado das suas particulares caracteristicas fisicas. Do ponto de vista comercial, sdo
utilizadas, por exemplo, na purificacdo e fracionamento de compostos polifendlicos; sdo
também utilizadas no tratamento de aguas [5,34,35].

Outra area de aplicacdo das resinas € a industria farmacéutica, na qual sédo
utilizadas na purificacdo de antibidticos, vitaminas, aminoacidos e péptidos. Estas
aplicagdes apenas sdo possiveis porque a utilizagdo das resinas macroporosas sintéticas

esta regulamentada: de acordo com os requisitos do codigo de regulacdo da EFDA
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(European Food and Drug Administration) sdo aceites e aprovadas para contacto com a
comida [5,35].

Uma importante aplicacdo das resinas macroporosas enquanto adsorventes é na
remocao e recupera¢do de compostos fendlicos de produtos e sub-produtos alimentares
resultantes do processamento de plantas [5,26].

Por exemplo, sdo utilizadas na purificacdo de antocianinas ou na sua concentragao
a partir de extratos diluidos. Estudos baseados na utilizacdo de nove resinas diferentes
para a adsorcdo de antocianinas obtidas a partir de roselle (Hibiscus sabdariffa L.),
indicaram que tanto resinas polares como resinas apolares sdo viaveis para a adsorcao
destes compostos naturais (pois estes contém na sua estrutura, tanto grupos fenilalil
apolares como grupos multihidroxi polares) [5,26].

Existe uma grande variedade de resinas poliméricas, bem como derivados destas,
que podem ser utilizadas como adsorventes; cada uma apresenta propriedades Unicas

que as torna interessantes e, por isso, sao alvo de investigacdo continua [35].

3.4.1. Composicao quimica e estrutura

Os polimeros macroporosos, dos quais sdo exemplo as resinas, também sdo
referidos como polimeros macroreticulares e resultam de uma tecnologia que € capaz de
desenhar e sintetizar porosidade em polimeros [35].

Apesar de existirem resinas de acrilatos e metacrilato (ligeiramente hidrofilicas), a
maior parte das resinas comercialmente disponiveis sdo de poliestireno reticulado:
sintetizado por adicdo de 0,5-25 % de divinilbenzeno (DVB) a estireno, num processo
de polimerizacdo que origina resinas com caracter apolar/hidrofébico e completamente
ionizadas a qualquer valor de pH [5,31,35].

As caracteristicas principais das resinas poliméricas sdo: baixo custo, grande
capacidade de adsorgdo e dessorcao (directamente dependente do tamanho dos poros da
resina em questdo) e facil regeneracao [5,31].

As resinas poliméricas sdo comercializadas na forma de esferas; cada esfera
consiste na aglomeracdo de uma grande quantidade de microesferas que, por sua vez,
sdo aglomerados de particulas de microgel, cujo tamanho varia entre 0,01 e 15 pum [35].

Estes adsorventes apresentam uma estrutura altamente porosa, resultado da
estrutura dos seus proprios poros: constituidos por mesoporos (entre as microesferas) e
macroporos (nas proprias microesferas). Os macroporos dependem da quantidade de

DVB e, consequentemente, do grau de reticulacdo [31,35].
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E a esta caracteristica que se deve a grande area de superficie das resinas, bem
como rigidez e forga mecanica; adicionalmente, a maior parte das resinas apresentam

um grau de reticulacdo de 5-20 % [35].

3.4.2. Propriedades fisico-quimicas e de operacgéo

Muitas sdo as caracteristicas que tornam a utilizagdo das resinas poliméricas
vantajosa: sdo resistentes, eficientes, selectivas, baratas e podem ser sintetizadas com as
caracteristicas especificas para a utilizacdo pretendida. Para além disto, do ponto de
vista quimico, sdo estaveis e inertes, e apresentam uma grande capacidade de adsorcao,
permitindo que adsorvam e dessorvam varios compostos organicos, de acordo com o
meio onde se encontram [31,34,35].

De uma forma geral o processo de adsorcdo apresenta uma relagdo linear com a
area de superficie e com o raio do poro do adsorvente; no caso das resinas, 0S poros
cilindricos e esféricos aumentam a capacidade de adsorcao ja que permitem que sejam
estabelecidas mais interagdes entre 0 adsorbato e os atomos da superficie [5,26,35].

No processo de adsorgdo em resinas, estdo envolvidas interagdes do tipo van der
Waals ou pontes de hidrogénio; o rendimento do processo é, assim, fortemente afectado
pela estrutura quimica e pela funcionalizacdo da superficie da resina. Entende-se por
funcionalizacdo da superficie o processo de adigdo de grupos funcionais a estrutura da
resina; daqui resulta um processo de adsor¢cdo mais selectivo e eficiente [26,34].

As resinas apresentam uma maior capacidade de adsorcdo quando sdo colocadas
em contacto com concentracdes mais elevadas de soluto (especialmente quando se
tratam de moléculas organicas de grandes dimensdes). Outros parametros que possam
influenciar o processo de adsor¢cdo - nomeadamente pH e temperatura - ndo tém
influéncia sobre este tipo de adsorvente [34,35].

E a constituicio quimica da resina e a sua estrutura que origina outra das
caracteristicas importantes das resinas poliméricas: grande parte da superficie é
constituida por anéis de benzeno o que as torna altamente aromaticas; por isto as resinas
revelam um caracter altamente hidrofobico (e, consequentemente, excelentes
adsorventes de compostos organicos em meio aquoso, principalmente os compostos
pouco soluveis) [35].

Mas a principal vantagem das resinas € a facilidade com que podem ser
regeneradas: pela simples adi¢do de solventes apolares, de solugbes aquosas acidas ou

béasicas ou, ainda, pela adi¢do de soluc¢des salinas [35].
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3.4.3. Lewatit VP OC 1064 MD PH

Uma das resinas sintéticas comercializadas é a Lewatit VP OC 1064 MD PH.
Trata-se de uma resina macroporosa, vendida sob a forma de esferas de poliestireno,
individuais e porosas, com tamanho uniforme e aparéncia branca e opaca [44].

E uma resina ndo funcionalizada, isto €, sem grupos funcionais na sua superficie;
é, entdo, adequada para utilizacdo na adsorcdo/remocdo de moléculas organicas
apolares, bem como na extracdo de produtos organicos naturais ou sintéticos (quer na
industria quimica, quer na industria farmacéutica) [44].

As propriedades desta resina tornam-na bastante estavel, quimica e
mecanicamente, apresentando baixo atrito e um Optimo rendimento no processo de
adsorcéo [44].

Na tabela 4 estdo resumidas as principais propriedades desta resina, bem como as

condicOes de operacdo recomendadas pelo fabricante [44].

Tabela 4 - Propriedades fisicas, quimicas e de operacdo da resina Lewatit VP OC 1064 MD PH. Adaptado

de [44].
Tamanho médio das esferas 0,44-0,54 mm
Densidade 1,02 g/mL
Teor de retengdo de gua 50-60 %
Area de superficie (BET) 800 m?/g, aprox.
Volume de poros 1,2 cm®g
Diametro do poro (em média) 550__1302&
Estabilidade na escala de pH 0-14
Estabilidade a temperatura -20-120°C
Temperatura de armazenamento -20-40°C
Temperatura maxima de operagéo 120°C
pH-dptimo de operagdo 1-14

Esta resina é facilmente regenerada por utilizacdo de solventes organicos, tais
como metanol, sendo que alguns adsorbatos podem ser dessorvidos por utilizagdo de
hidroxido de sodio (NaOH) ou de acido cloridrico (HCI) [44].
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3.5. Aplicagéo industrial dos adsorventes ndo-convencionais

Muitas s@o os estudos publicados que utilizam adsorventes ndo-convencionais;
mas estes sdo aplicados a escala laboratorial. A aplicacdo dos adsorventes nao-

convencionais a escala industrial constitui uma dificuldade por varios motivos [38]:

e as caracteristicas dos materiais sdo muito variaveis;

e possiveis dificuldades ao nivel da disponibilidade do recurso podem resultar
na perda de interesse por parte das industrias;

e a eficacia do processo de adsorcdo estd dependente do material utilizado,
pois cada um tem as suas vantagens e desvantagens, tornando o processo

muito especifico.

O processo de adsorcdo pode constituir uma tecnologia interessante do ponto de
vista ambiental, principalmente quando os adsorventes utilizados sdo de baixo custo.
Mas isto s seria realidade se os adsorventes j& se encontrassem em condicdes de
utilizacdo imediata; a problematica sdo os processos quimicos e fisicos aos quais a
maioria dos adsorventes de baixo custo tém de ser submetidos de forma a aumentar a

capacidade de adsorcao e a selectividade [38].
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ll. Parte Experimental, resultados,

discussao e conclusodes







1. Extraccao de antocianinas e optimizacdo dos parametros

de adsorcéao

1.1. Objectivo

O primeiro objectivo desta etapa experimental do trabalho foi a obtencdo da
matéria-prima para o estudo. Na impossibilidade de se obter antocianinas puras em
quantidades adequadas, e como ponto de partida do trabalho, procedeu-se a extracgao de
antocianinas a partir de fontes naturais.

O segundo objectivo consistiu em optimizar alguns dos parametros envolvidos no
processo de adsor¢cdo, de forma a favorecer e maximizar a imobilizacdo das
antocianinas nos adsorventes.

O objectivo final foi optimizar o tempo de adsorcdo necessario para cada
adsorvente. Simultaneamente, estudou-se o0 comportamento dos adsorventes no
processo de adsor¢do: ao longo do tempo e j& nas condigbes experimentais

anteriormente optimizadas.
1.2. Metodologia
1.2.1. Antocianinas
Seleccdo, recolha e preparacdo das amostras

Foram seleccionadas como fontes de antocianinas: bagas de faia (Myrica faya),
amoras (Rubus grandifolius) e mirtilos - vulgarmente conhecidas como uveiras - dos
Acores (Vaccinium cylindraceum) e da Madeira (Vaccinium padifolium).

As amostras foram recolhidas em habitat natural, dando preferéncia as bagas mais
maduras (mais escuras) e cujas caracteristicas fisicas indicassem ndo contaminagdo nem
degradacao.

Na tabela 5 encontram-se as informacgdes de recolha referentes a cada amostra,

nomeadamente local e data de recolha.
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Tabela 5 - Informacdes de recolha das amostras.

Amostra Local de recolha Data de recolha
Faia Machico Julho 2013
Amora Funchal Outubro 2014
Uveira dos Agores Ilha Terceira (Acores) 2014
Uveira da Madeira Funchal Outubro 2014

As amostras foram lavadas, congeladas a uma temperatura de -80°C e
posteriormente liofilizadas. Uma vez liofilizadas, as amostras foram moidas e
armazenadas a -20 °C até a sua utilizacdo; esta amostra sera daqui em diante designada

por liofilizado 1.
Extraccao e purificacdo de antocianinas

A extraccdo dos compostos de interesse das amostras (Fig.28) foi realizada
segundo a metodologia utilizada por Spinola et al. [45]: adicionou-se uma solucgdo de
extrac¢do - solucdo metandlica a 80% em agua acidificada a 7% com &cido acético - ao
liofilizado (liofilizado 1), numa proporcéo de 50 mililitros por grama de liofilizado. A
mistura foi colocada no banho de ultra-sons (60 min, 35 kHz, 200 W), sendo
posteriormente centrifugada, filtrada e evaporada a pressdo reduzida, a uma temperatura
inferior a 40 °C, para remocao do metanol.

Da fase aquosa resultante foi retirada uma amostra que foi congelada, liofilizada e
armazenada para posterior analise por cromatografia liquida acopolada a espectrometria
de massas (LC-MS) (liofilizado 2). A restante fraccdo aquosa (extracto) foi purificada
(extracgao liquido-liquido).

A extraccdo liquido-liquido foi realizada de acordo com a metodologia de Wang
et al. [46] por particdo da fraccdo aquosa, com quatro por¢des de 50 mL de acetato de

etilo, conforme Fig.28.
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Extracgdo solido-liquido Extracgdo liquido-liquido

Liofilizado 1
+

Solugdo de extrac¢ao
(1g liofilizado = 50 mL solugdo)

l

Banho ultra-sons
(60 min., 35 kHz, 200 W)

l

Centrifugacdo + filtragdo

i

Fracgdo aquosa

]".-_‘:?

Evaporagao N .
Evaporagao Evaporagao
/\ ! Fase aquosa acetato de etilo Fase aquosa
Metanol Fase aquosa ! i i
Congelamento Congelamento
/\ + +
Liofilizado 2 Extracto — liofilizagdo liofilizagao
; ! |
""""""""""""""""""""" Liofilizado 3 Liofilizado 4

Fig. 28 — Esquematizacdo das metodologias de extraccdo e purificacdo aplicadas.

A fraccdo aquosa resultante do fraccionamento com o acetato de etilo foi
submetida a evaporacdo a pressdo reduzida, a fim de remover possiveis vestigios de
acetato de etilo. Uma vez evaporada, foi congelada (-80 °C), liofilizada e armazenada a
4-6 °C até a sua utilizacdo (liofilizado 3), constituindo o principal material para estudo.

A fraccdo de acetato de etilo foi evaporada, ressuspendida em &gua destilada,
congelada (-80 °C) e liofilizada (liofilizado 4) para posterior anélise e identificacdo dos
compostos extraidos.

O rendimento de extracto purificado de cada amostra foi determinado tendo por
base a seguinte equacéo:

: s Myjo fili B
Rendimento de extracto purificado = —2L1229% 5 100% (equagéo 1)
Miiofilizado1

1.2.2. Adsorventes

Foram seleccionados para o trabalho: trés argilas (NaSDN3. SapCa-2 e SWy-2);

uma resina sintética (Lewatit VP OC 1064 MD) e um talco farmacéutico.
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Argila NaSDN3

A argila NaSDN3; foi previamente purificada de acordo com os procedimentos
previamente estabelecidos por [37]. Na purificacdo foram removidos carbonatos,
matéria organica e oxidos de ferro. Por fim, a argila foi separada, de forma a ser obtida

uma fraccdo de argila constituida por particulas com tamanho < 2 pum.

Argila SapCa-2 e SWy-2

As argilas SapCa-2 e SWy-2 foram fornecidas pela Universidade de Missouri-

Columbia (Source Clay Minerals Repository) e utilizadas conforme recebidas.

Lewatit VP OC 1064 MD

Uma amostra de resina Lewatit VP OC 1064 MD foi gentilmente cedida pelo
fabricante — LANXess (Alemanha) — e foi activada antes de ser utilizada, conforme
recomendacéo do fornecedor.

Por ser uma resina macroporosa e hidrofobica, a sua ativacdo antes de ser
utilizada é necessaria de forma a remover o ar contido no interior dos poros. Foi
aplicada a metodologia realizada por Conidi et al. [47]: a resina foi submetida a
lavagens sucessivas com soluces de HCL (6%) e NaOH (4%), com utilizacdo de dgua
destilada entre lavagens.

A percentagem de humidade da resina foi determinada com o auxilio de uma
balanga de humidade; a resina apresentou uma percentagem de humidade de,

aproximadamente, 63%.

Talco Farmacéutico

O talco farmacéutico foi gentilmente cedido pelo Hospital Dr. Nélio Mendonga e

foi utilizado conforme fornecido.
1.2.3. Parametros de trabalho
pH

Os estudos de adsorcdo foram realizados a pH 4,3 (de acordo com trabalhos
desenvolvidos anteriormente [49] e conforme explicado mais a frente). Para o efeito, os

extractos (liofilizado 3) foram dissolvidas em tampdo fosfato 0,05 M, previamente
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preparado por dissolucdo de dihidrogeno fostato de potassio (KH,PO4) em &gua, numa

proporcéo de 6,80 g/L, sendo o pH aferido com NaOH e HCI para 4,3.
Massa de adsorvente e proporg¢ao solugdo de extrato/massa de adsorvente

A proporcdo de solugdo de extrato de antocianina/massa de adsorvente (mL/g)
estipulada para todo o trabalho foi de 3 mL/ 0,03 g de adsorvente, em adaptacdo as

proporc¢des descritas por Abdullah et al. [48].

Quantificacdo espectrofotométrica UV-Vis de antocianina adsorvida -

construcdo da recta de calibracdo de cianidina-3-glucosideo

A quantidade de antocianina adsorvida, em miligrama de antocianina adsorvida
por grama de adsorvente seco, foi determinada por analise UV-Vissi7nm da solugdo
inicial e do sobrenadante ap0s contacto com o adsorvente e calculada com recurso a
equacao:

(equacéo 2)

(Ccsolu;ﬁo inicial ~— Ccsobrenadante) xV
m

ADS =
Onde;

Cceontrolo = CONcentracdo de antocianina na solugdo inicial de extracto (mg/L)

Ccamostra = CcONcentragdo de antocianina no sobrenadante ap6s adsorgao (mg/L)

V = volume de solucdo de extrato de antocianina utilizado para a adsorcéao (L)

m = massa de adsorvente utilizado na adsorcdo (g, peso seco), calculado pela seguinte
equacao:

% humidade 3
m = Myesqaq X (1 — T) (equacéo 3)

A antocianina adsorvida apds os ensaios de adsor¢do foi quantificada por
espectroscopia UV-vis com recurso a uma recta de calibracdo construida por utilizacédo
de um padrdo de cianidina-3-glucosideo, com concentracdo inicial de 10 g/L em
metanol.

A partir da recta com equacgdo y = 0,008x - 0,237 e coeficiente de determinacgao
(R? igual a 0,979, calculou-se a concentragdo de antocianina presente, tanto na solugéo

inicial (controlo), como no sobrenadante resultante dos ensaios de adsor¢do. Os
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resultados encontram-se expressos em miligrama de equivalente de cianidina-3-
glucosideo por litro.

Apos o0s ensaios de adsorcdo, e com base na recta de calibracdo da cianidina-3-
glucosideo, a antocianina adsorvida em cada ensaio de adsorc¢do foi quantificada, tendo

ja em consideracdo a percentagem de humidade do adsorvente.
Estudo do efeito da concentracdo da solucdo de extrato de antocianina

A fim de estudar a influéncia da concentracdo da solucdo de extracto no processo
de adsorcdo e encontrar a concentracdo mais adequada para uma maior eficacia do
processo, foram testadas trés concentracdes diferentes ( 5 g/L, 10 g/L e 20 g/L), por
dissolucéo do liofilizado 3 em tampé&o (pH 4,3) (esquematizado na Fig.29).

Numa primeira aproximacédo, foram estipuladas 5 horas de adsorcéo, a fim de
garantir que o equilibrio era atingido. Este parametro foi optimizado posteriormente.

Foram adicionados 3 mL de solugdo de extrato com pH 4,3 e concentracdo
pretendida, a 0,03 g de adsorvente. A mistura foi colocada em agitacdo mecénica, ao
abrigo da luz, por um periodo de 5 horas, ao fim das quais as amostras foram
centrifugadas (4000 rpm, 20 min., a 10°C); o sobrenadante foi filtrado (0,45 pum) e
analisado por espectrofotometria UV-vis, em varrimento de 700-350 nm (Fig.30). Este

processo foi realizado em triplicado [49]

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2 L x3
Lewatit
Talco

20g/L

NaSDN,
SapCa-2
SWy-2 L x3
Lewatit
Talco

Liofilizado 3
+ e

Tampao fosfato 0,005 M pH 4-4,5

Solugdo de

extrato 10 g/L

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2 3
Lewatit
Talco

5g/L

NNRZANNRZAN

Fig. 29 — Esquematizacdo dos ensaios de optimizacdo da concentracdo da solucéo de extrato.

76 Nuria Fernandes (2017)



3 mL solugdo de antocianina (pH 4,3)
+

0,03 g de adsorvente

|

Adsorcao
( agitagdo mecanica; abrigo da luz; temperatura ambiente; 5 horas)

|

Centrifugacdo
(10°C; 20 min‘; 4000 rpm;)

/\

adsorvente sobrenadante —»  Filtragdo UV-vis

(0,45 pm) (700-350 nm)

Fig. 30 — Esquematizacdo genérica da metodologia aplicada nos ensaios de adsorcao.
Optimizacéo do tempo de adsor¢éo — ensaios de cinética de adsorc¢éo

Os estudos de cinética de adsorcdo das antocianinas nas matrizes sélidas teve por
base a metodologia aplicada por Buran Timothy et al. [50], e por Abdullah et al. [48], e
esta esquematizada na Fig.31.

Num baléo de fundo redondo disposto num banho de 4gua a temperatura ambiente
(para dispersdo de calor produzido pela agitagdo magnética), foi adicionado 50 mL de
solucdo de extrato (5 g/L, a pH 4,3) a 0,05 g de adsorvente. A mistura foi colocada em
agitacdo magnética e foram recolhidas aliquotas (1 mL) de mistura, de 2 em 2 minutos
nos primeiros 10 minutos, e de 10 em 10 minutos no restante periodo de ensaio. As
aliquotas foram filtradas (0,45 pm) a fim de separar o adsorvente da solucdo que foi,
posteriormente, analisada em UV-Vis (517 nm).

A capacidade de cada adsorvente, ao longo do ensaio, foi determinada por
quantificagdo da antocianina adsorvida (em miligrama de antocianina por grama de

adsorvente), conforme anteriormente mencionado, com recurso a equacao 2.
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2.
t=0 ——> —> t=x * . ~
7 Filtracdo
X > (0,45 pm

UV-vis
517 nm

Fig. 31 - Esquematizacdo da metodologia aplicada nos estudos de cinética de adsorgéo.
1.3. Resultados e discusséo
1.3.1. Antocianinas
Seleccao, recolha e preparacdo das amostras

A seleccdo das bagas de faia, amoras e uveiras (Madeira e Acores) como fontes
naturais de antocianinas teve por base estudos publicados e trabalhos em curso no grupo
de investigacdo, onde foram identificados varios tipos de antocianinas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e devidamente
quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de
diodos acopolado (HPLC-DAD). Os resultados estdo na tabela 6 e encontram-se

expressos em miligrama de antocianina por grama de extrato seco.

Tabela 6 - Perfil de antocianinas presente em cada fonte natural.

Concentracéo de antocianinas

Fonte natural Perfil de antocianinas
(mg/g de extracto seco)
Faia * derivados de delfinidina e cianidina 29,24 +0,10
Amora** derivados de cianidina 53,30 + 1,37

derivados de delfinidia, petunidina,

cianidina e de malvidina 70,77 £1,01

Uveira da Madeira**

derivados de delfinidina, petunidina,

peonidina e de malvidina 68,17+ 1,15

Uveira dos Acores**

* retirado de [45]
** dados da tese doutoramento do mestre Vitor Spinola, ainda por publicar e gentilmente cedidos pelo autor
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A concentracdo de antocianina apresentada diz respeito a quantidade de
antocianinas presentes no extracto bruto (correspondente ao liofilizado 2 do presente
trabalho, sem purificagdo).

Como é possivel observar, o contetdo total de antocianinas nas uveiras é
substancialmente superior ao da faia e da amora, confirmando a inspec¢édo visual das

amostras.
Extraccéo e purificacdo de antocianinas

A seleccdo da metodologia de extraccdo teve por base as varias recomendagdes
descritas na literatura - especificas para antocianinas - de forma a garantir uma
extraccdo eficaz destes compostos a partir das suas fontes naturais.

De entre todas as metodologias aplicadas na extrac¢do de flavondides a partir de
frutos, a utilizacdo de um solvente (extrac¢do sélido-liquido) tem sido a mais utilizada.
Por se tratar de moléculas polares, o metanol esta descrito como o solvente mais eficaz
na extraccdo de antocianinas, preferencialmente acidificado para as estabilizar
[9,46,51].

A acidificacdo do solvente requer cuidados, ndo devendo ser utilizados meios
muito acidos de forma a evitar a degradacdo, tanto de antocianinas aciladas, como de
ligagbes glicosidicas (no caso das antocianinas 3-monosidos). Na extracgdo de
antocianinas, € recomendada a acidificagdo do metanol com um acido fraco como o
acido acético [9]; no presente trabalho, usou-se a proporcdo 80: 20 (metanol: agua),
sendo a agua acidificada a 7% com 4acido acético, como procedimento standard no
laboratorio.

A liofilizacdo permite reduzir a actividade enzimatica, o que ajuda a preservar a
amostra por diminuigdo da degragdo de origem enzimatica. Com a moagem, pretendeu-
se torna-la mais homogénea e aumentar a area de contacto amostra/solvente, facilitando
a difusdo deste e aumentando a eficacia da extrac¢do [51]. A extraccdo assistida por
ultra sons sobre amostras liofilizadas e trituradas foi selecionada, de entre as varias
metodologias possiveis, para maximizar a extraccdo dos compostos de interesse
(antocianinas) sem degradacdo, em menos tempo e a temperatura ambiente.

Uma vez que a metodologia de Spinola et al. [45] obedecia a todas estas
especificages, foi selecionada como a mais adequada para o presente trabalho.

Esta metodologia implica a extraccdo simultdnea de outros compostos como
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acucares, acidos organicos e proteinas. Entdo, e uma vez que as antocianinas eram 0S
Unicos metabolitos de interesse, foi tido como conveniente a adicdo de um passo
adicional: a purificacdo do extracto por extraccdo liquido-liquido com acetato de etilo
[46], na tentativa de remocdo de acUcares, pectinas e compostos fendlicos
hidrossoltveis. Aquando da aplicacdo desta metodologia, foi verificado que, a cada
passagem pelo acetato de etilo, ndo s6 o volume da fase aquosa diminuia, como a
fraccdo de acetato de etilo ficava progressivamente vermelha. Ambas as observacoes
resultam das antocianinas serem solUveis no acetato de etilo que por sua vez é miscivel
em &gua (8,3 g/100 mL) [46].

A fim de perceber se este passo constituia, de facto, uma mais valia, 0s
liofilizados 3 e 4 — amostras pos acetato de etilo e fraccdo de acetato de etilo,
respectivamente — foram analisados por HPLC-DAD e os resultados comparados; na

Fig.32 estdo representados 0s cromatogramas obtidos para o extracto de faia.
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Fig. 32 - Cromatogramas optidos por HPLC-DAD para o extracto de faia: A- fraccéo acetato de etilo

(liofilizado 4); B- extracto purificacdo (liofilizado 3); 1- antocianinas; 2 e 3 — outros compostos.

Como é possivel observar, no cromatograma A (fraccao de acetato de etilo) foram
identificados diversos compostos, assinalados: 1- antocianinas, 2 e 3 — outros
compostos. Por andlise do cromatograma B (extrato purificado), verificou-se que 0s
compostos correspondentes as zonas 2 e 3 encontram-se em menor quantidade, mas a

antocianina (1) aparece igualmente distribuida nas duas frac¢bes. Estas observagdes
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indicam que houve dissolug@o no acetato de etilo, tanto dos compostos indesejados (2 e
3) como de antocianina (1).

Uma vez que as antocianinas sdo 0s compostos de interesse deste trabalho, e que a
quantidade retida na fraccdo de acetato de etilo € significativa, este passo revelou-se
desvantajoso. Adicionalmente, a retencdo de antocianinas na fraccdo de acetato de etilo
(liofilizado 4) tem influéncia directa no rendimento de extracto purificado ja que tem em
conta a razdo entre a massa de liofilizado obtido (liofilizado 3) e a massa de liofilizado
de partida (liofilizado 1).

No presente trabalho, foi tido em conta o rendimento de extracto purificado em
detrimento do rendimento de extrac¢do do extracto bruto pois o Gltimo tem apenas em
conta o liofilizado 1 e o liofilizado 3; isto seria incorrecto pois, conforme referido, os
compostos de interesse (antocianinas) também séo solGveis em agua ficando, portanto,
retidos no liofilizado 2 no liofilizado 3. Para além disso, por o material de partida ter
sido as bagas inteiras (polpa, casca e sementes), era expectavel a presenca de celulose,
lignina, hemiceluloses e pectinas, alguns deles parcialmente sollveis em solventes
organicos.

A quantidade de extrato purificado (mg de extracto purificado por g de liofilizado

1) obtido para cada fonte natural esta na tabela 7.

Tabela 7 — Quantidade de extracto purificado.

Extrato Rendimento de extracc¢éo Quantidade de extrato
do extrato purificado (%0) purificado (mg/g)
Faia 36,16 % 361,6
Amora 39,33 % 393,3
Uveira dos Acgores 39,41 % 394,1
Uveira da Madeira 49,70 % 497,0

Ao analisar os resultados obtidos, verificou-se que o extrato purificado de faia
apresenta a menor quantidade, em contraposicdo a Uveira dos Acores com maior
quantidade.

Pelo motivo mencionado acima, a quantificacdo de antocianinas presentes nos
extratos fica assim comprometida; para que a quantificacdo fosse correcta teria de
considerar a quantidade de antocianinas presente no liofilizado 3 (extrato purificado) e

no liofilizado 4 (fraccdo de acetato de etilo). Na realidade, aquando da quantificagdo de
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antocianinas presente no extrato, apenas foi considerado o liofilizado 3, negligenciando
as antocianinas retidas no liofilizado 4.

Na impossibilidade de repetir todo o processo de extrac¢do por falta de material
vegetal, o contetdo de antocianinas considerado em todo o trabalho foi o quantificado
pelo Mestre Vitor Spinola (contetdo de antocianinas presente no liofilizado 2 (extrato

sem purificacdo)), cujos valores se encontram na tabela 6).
1.3.2. Parametros de trabalho
pH

O pH é um dos factores que influencia directamente, ndo s6 o processo de
adsorcdo, como o préprio comportamento das antocianinas. Um trabalho anterior [49]
onde foi estudado a influéncia do pH no processo de adsorcdo de antocianinas naturais a
matrizes organicas e inorganicas (em diferentes valores de pH) revelou que quanto
menor o pH da solucéo de antocianina, maior € a eficacia de adsorcao.

Por esta ordem de ideias, o pH indicado para o presente trabalho seria o mais
baixo, nomeadamente pH 1,5. Contudo o pH 4,3 foi definido como o mais apropriado
pois foi observado que ndo so a diferenca de contetdo de vermelho (%RE pelo Método
de Glories) em ambos os pH’s era insignificante (nomeadamente, cerca de 68,77% a pH
15 e 62,13% a pH 4)5), como também foi a pH 4,5 que foi verificado,

espectrofotometricamente, uma maior absorvancia aos ~517 nm (Fig.33) [49].
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Fig. 33 - Espectro de varrimento de UV-Vis (350-700 nm) de uma solucdo de extracto de faia a diferentes
pH's.

A seleccdo do pH 4,5 também teve por base os adsorventes em estudo, mais
especificamente a resina sintética Lewatit porque, em gamas de pH 1-2, o processo de
adsorcdo das antocianinas nas resinas sintéticas apolares € desfavorecido. Por outro
lado, em gamas de pH 4-4,5 a capacidade de adsor¢do nas resinas é aumentada por
diminuicdo da polaridade das espécies em equilibrio [26].

A dissolucdo da mesma massa de liofilizado 3 das varias amostras conduziu a
solucdes com intensidade de cor variavel, uma vez que esta depende do coeficiente de
extincdo das varias antocianinas e este é dependente das respectivas estruturas
moleculares [9]. Isto porque, como referido anteriormente, o perfil de antocianinas é
diferente nos quatro extratos, sendo que a faia e a amora tém a mesma antocianina
maioritaria, nomeadamente a cianidina-3-glucosideo, enquanto as uveiras (Acgores e
Madeira) sdo constituidas por uma mistura de diferentes antocianinas. Também a
concentracdo total de antocianinas nas amostras é diferente - idénticas nas uveiras da
Madeira e Acores (70,77 mg/g e 68,17 mg/g); cerca de 53,30 mg/g na amora e 29,24

mg/g na faia — o que influencia directamente a coloragéo final do extrato.

Quantificacdo espectrofotométrica de antocianina adsorvida — determinacéo do

comprimento de onda de absorcéo da antocianina

Existem muitas metodologias de quantificagdo de antocianinas descritas na

literatura que se baseiam na espectrofotometria (desde o método do pH diferencial,
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métodos subtrativos, entre outros); mas para muitos dos métodos descritos o coeficiente
de absortividade é obrigatério na determinacdo da quantidade de antocianina presente
[6].

No presente trabalho o referido coeficiente era uma incégnita visto que se
trabalhou com misturas complexas de diferentes antocianinas e ndo com antocianinas
puras. Assim sendo, 0 método de quantificacdo selecionado foi a espectrofotometria
UV-Vis, ndo s6 por se tratar de método simples e barato, mas também porque as
caracteristicas espectrais das antocianinas fornecem informacfes quantitativas e
qualitativas uteis. [6,9].

Nesta metodologia o contetdo total de antocianinas em extratos com misturas é
determinado pela medicdo da absortividade da solugdo num Gnico comprimento de
onda, ja que estas moléculas apresentam uma banda de adsorc¢ao caracteristica na regiao
entre 490-550 nm do espectro visivel (UV-vis). A presenca de outros polifenois na
mistura poderia constituir um problema na quantificacdo, o que ndo se verifica pois a
regido caracteristica de absorcdo das antocianinas € distinta das de outros compostos
polifendlicos (com maximo de absorcdo na regido ultra violeta (UV)), o que torna a
utilizacdo desta metodologia segura [6].

A gquantificacdo da antocianina adsorvida (mg) por grama de adsorvente realizada
neste trabalho é o resultado da diferenca de absor¢do entre a solucdo inicial de extrato
de antocianina (A0) e a absorcdo do sobrenatante da adsorcdo (Af), a 517 nm.

Quando a metodologia espectrofotométrica de quantificacdo de antocianinas é
utilizada, e conforme descrito, é desejavel que os resultados obtidos sejam expressos de
forma a ser possivel a comparacéo entre trabalhos e laboratérios diferentes [6]. Entdo os
resultados foram expressos em miligrama de equivalentes de cianidina-3-glucosideo por
litro - com o auxilio da recta de calibracdo tracada com um padrdo de cianidina-3-
glucosideo - ja que é a antocianina mais abundante na natureza. Esta estratégia permite
a determinacdo da quantidade total de antocianina presentes, mesmo quando &
impossivel identificar todos os pigmentos envolvidos [6].

No referido estudo de influéncia do pH no processo de adsorcdo [49], e por
analise UV-Vis (700-400 nm) das solucdes de extrato de antocianinas a diferentes pHs,
constatou-se que o pico maximo de absorcdo das antocianinas variava. Isto vai de
encontro ao descrito na literatura que refere que o solvente utilizado para as
determinacgdes expectrais afecta a posi¢do das bandas de adsorcdo. No caso do estudo

em questdo, e pelos solventes se tratarem de tampdes com pH diferentes, as variacoes
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observadas ao nivel do deslocamento do pico maximo de adsor¢do sdo o resultado das
transformagdes estruturais que as antocianinas sofrem com a alteragdo do pH [6].

Foi fundamental conhecer a absor¢cdo méxima das antocianinas nas condicdes de
pH em estudo, de modo a se proceder a uma correcta quantificacdo e avaliacdo do
processo de adsorcio propriamente dito. E assim justificada a analise
espectrofotométrica das solucdes de extrato de antocianina (varrimento 700 — 400 nm)
de forma a identificar o maximo de absorcdo no pH em estudo (4,3). Foi observado que
0 maximo se dava por volta dos 517nm; este desvio cromatico, em relacdo ao catido
flavilium € justificado pela desprotonacdo de um dos grupos OH que se encontram nas
posicdes 4’ ¢ 7’ da estrutura das antocianinas, e que contribui para alteracdes na sua cor
[11].

Este foi o valor tomado como referéncia para, posteriormente, se proceder a
quantificacdo da antocianina: em solugéo e adsorvida.

Apos a realizacdo dos ensaios de adsorcdo, por analise e tratamento dos dados
espectrofotométricos, verificou-se variagdes no maximo de absorcdo da antocianina,
tornando o valor dos 517 nm, previamente definido como maximo de absorcéo,
incorrecto.

Assim sendo, para que a quantificacdo de antocianina adsorvida fosse correcta,
estudou-se a influéncia da variagdo do maximo de absorcdo da antocianina na
determinacdo do teor total de antocianina presente em solucdo. Para isso, na solucéo de
extrato de faia a 20 g/L, quantificou-se a antocianina adsorvida: a 517 nm e no maximo
de absorcéo obtido espectrofotometricamente (tabela 8).

Posteriormente, e tendo em conta a massa de adsorvente utilizado em cada
ensaio, foi possivel determinar a quantidade de antocianina adsorvida por grama de

adsorvente [6].

Tabela 8 - Quantificacdo de antocianina adsorvida (mg) por grama de adsorvente (peso seco).

Solucéo extrato de faia (20 g/L)

517 nm Abs max. A max. (nm)
NaSDN; 32,84 + 037 32,81 + 0,37 524
SapCa-2 3572 £ 054 35,69 + 0,54 527
SWy-2 3504 + 023 35,00 + 0,23 526
Lewatit 68,28 = 1,05 68,06 + 1,03 522
Talco 9,50 + 048 29,57 + 0,38 518
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Como se constata, ap6s o tratamento dos dados e respectiva quantificacdo da
antocianina adsorvida, ndo existem variacOes para as argilas e para a resina Lewatit. No
caso especifico do talco, sdo verificadas diferengas significativas que podem estar
associadas a erros experimentais.

Assim sendo, e por uma questdo de conveniéncia, ficou estabelecido a absorcao
maxima das antocianinas aos 517 nm como comprimento de onda Unico a ter em

consideracdo na quantificacdo espectrofotométrica destes compostos.
Estudo do efeito da concentracédo da solucéo de extrato de antocianina

Os resultados dos ensaios de adsorcdo, das antocianinas da faia, a diferentes
concentracdes de solucdo inicial de extrato e para os diferentes adsorventes, encontram-

se compilados na Fig.34.
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Fig. 34 — Quantidade de antocianina adsorvida, em funcdo da concentragdo de solucdo inicial de extrato

de faia.

Como é possivel observar, a quantidade de antocianina adsorvida variou
proporcionalmente com a concentracdo da solucdo inicial de extrato; isto é, quanto
maior a concentracdo da solucdo de extrato inicial, maior foi a quantidade de
antocianina adsorvida por grama de adsorvente (seco). Esta tendéncia foi verificada para
todos os adsorventes (Fig. Al, Fig. A2 e Fig. A3, ver anexo), e indica que 0S mesmos
ndo estdo a atingir a saturagao.

Este comportamento também foi verificado por Bulut et al. [52] e pode estar

relacionado com uma grande apeténcia para a transferéncia de massa, pois 0 processo de
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adsorcdo ¢ altamente dependente da concentracdo da solu¢do, na medida em que quanto
maior for a concentragdo da solugdo de sorbato, mais eficaz é a sua adsorcao.

Assim, por conveniéncia, e por motivos de poupanca — de extrato e de solventes -
estabeleceu-se a concentragdo 5 g/L, independentemente do extrato, a ser utilizada ao

longo de todo o trabalho.

Estudo da capacidade e mecanismo de adsorcdo dos adsorventes com base na

quantidade de antocianina adsorvida

Estudo da capacidade de adsorcdo dos adsorventes

Na tentativa de perceber se o extrato de antocianina utilizado influenciava o
processo de adsorcdo propriamente dito, comparou-se a capacidade de adsorcdo dos
adsorventes, por analise da quantidade de antocianina adsorvida, a mesma concentracdo
(5 g/L), para todos os extratos e adsorventes. Os resultados obtidos estdo compilhados
na Fig.35.
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40,00 -
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NaSDN3 Lewatit SWy-2 SapCa-2 Talco

quantidade de antocianina adsorvida
mg (anto) / g (adsorvente seco)

Fig. 35 - Quantidade de antocianina adsorvida, em todos os adsorventes, a partir de solucGes iniciais de
extrato (5 g/L).

Tomando a argila NaSDN3 como exemplo, foi observado que a maior quantidade
de antocianina adsorvida corresponde ao extrato de uveira dos Acores, seguido-se 0s
extratos da uveira da Madeira, amora e faia. A mesma tendéncia foi verificada para os
restantes adsorventes em estudo e, tal como ja mencionado, esta relacionada com o

conteddo de antocianinas presentes em cada extrato, quer a nivel quantitativo
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(concentracdo total de antocianinas), quer a nivel qualitativo (estruturas das
antocianinas que constituem cada extrato).

Uma vez que os resultados obtidos a partir dos dois extratos de uveiras (da
Madeira e dos Agores) sdo idénticos, foi decidido que para o restante trabalho apenas
seria utilizado o extrato de uveira dos Acores; esta decisdo também se baseou na
escassez de material vegetal da uveira da Madeira.

Foram, igualmente, verificadas diferengas entre os adsorventes, nomeadamente ao
nivel da capacidade de adsorcdo de cada um; concluiu-se que as referidas diferencas se
deviam as caracteristicas especificas de cada um, sendo, entdo, possivel organiza-los por
ordem crescente de eficiéncia de adsor¢cdo em: Talco < NaSDN3 < SWy-2 < SapCa-2 <
Lewatit.

Segundo esta ordem verificou-se que o talco foi o adsorvente com menos
capacidade de adsorcdo, contrariamente a Lewatit que, de todos os adsorventes,
apresentou a maior capacidade de adsorcdo; ja as argilas apresentaram uma capacidade
de adsorcdo intermédia, mas idéntica entre as trés. Apesar de terem sido verificadas
algumas excepgOes a esta tendéncia, nomeadamente no que diz respeito ao talco e a
resina Lewatit (Fig. A2, ver anexo), foram associadas a dificuldade de manutencdo de
homogeneidade dos sistemas nas condicdes experimentais utilizadas e, por isso,
desconsideradas.

Assim, e por andlise da capacidade de adsorcdo de cada um dos adsorventes, foi
possivel estabelecer comportamentos de adsorcao entre os diferentes adsorventes. Os
adsorventes foram, entdo, classificados em dois grupos: adsorventes laminares (argilas)

e adsorventes ndo-laminares (resina Lewatit e talco).

Estudo do mecanismo de adsorcao dos adsorventes

Para o estudo dos mecanismos de adsorcdo envolvidos no processo de adsorgao
das antocianinas aos adsorventes, e de modo a simplificar a discussao dos resultados, foi
tido em conta a classificagdo referida anteriormente (materiais laminares e materiais
ndo-laminares).

Adicionalmente, foi assumido que os materiais laminares apresentam um
mecanismo de adsorcdo idéntico entre si ja que as trés argilas em estudo revelaram
capacidades de adsorcdo idénticas e as suas estruturas sdo consideradas analogas

(montmorilonites e saponites) [2].
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Também foi assumido que 0 mecanismo de adsorcdo dos materiais ndo-laminares
é distinta da dos materiais laminares; isto porque, em termos quantitativos, as
capacidades de adsorcdo revelaram-se distintas (superiores no caso da Lewatit e
inferiores para o talco, comparativamente as argilas).

E fundamental ter em consideracio que, independentemente do tipo de adsorvente
em questdo, as adsorcGes foram realizadas a partir de solucdes de extracto, o que
dificulta o processo de adsorcao ja que sdo constituidas por uma mistura de compostos (
comparativamente a solucBes de compostos puros). A existéncia de possiveis
competicdes entre as antocianinas e outros compostos fendlicos, para além dos
inlmeros mecanismos propostos para a adsorcdo de solutos aromaticos [34], sdo outros
factores que tornam dificil o estudo dos mecanismos envolvidos no presente trabalho.

Tambeém por indisponibilidade de técnicas mais precisas — como a difracgdo de
raios X (XRD) e a determinacédo da area de superficie (BET) - ndo foi possivel realizar a
caracterizacdo de cada adsorvente (no que diz respeito a tamanho dos poros, tamanho
das particulas, areas de superficie, distancia entre ldminas, cargas de superficie, entre
outras).

Por todos os factores acima referidos, a discussdo dos mecanismos de adsorgao
baseou-se, apenas, no possivel tipo de interaccOes estabelecidas entre as antocianinas e
0s adsorventes laminares e ndo-laminares; a presenca de outros compostos concorrentes

foi negligenciada.
Materiais laminares

No que diz respeito aos materiais laminares, e independentemente da quantidade
de antocianina adsorvida, foi possivel concluir que o processo de adsorcdo ocorreu
conforme esperado ja que os hibridos (argila + antocianina) apresentaram uma
coloracdo avermelhada que é caracteristica das antocianinas. Para além disso, foi
possivel observar que a intensidade da coloracdo apresentada pelos hibridos foi
proporcional a concentragdo da solucdo inicial de extrato, isto é, a coloracdo dos
hibridos foi tanto mais intensa quanto mais concentrada a solucdo de extracto de
antocianina utilizada.

Estas observagdes foram de encontro ao esperado, e de acordo com a descricdo de

Teixeira-Neto et al. [21] que intercalou antocianina de extrato de acai em duas das
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argilas utilizadas no presente trabalho, nomeadamente a montmorilonite SWy-2 e a
saponite SapCa-2, ambas classificadas como esmectites.

Caso tivesse sido possivel analisar os hibridos por XRD, e como explicado por
Teixeira-Neto et al. [21], o expectavel seria observar um aumento do espac¢o basal das
argilas que, idealmente, se revelaria tanto maior quanto mais concentrada a solucdo de
extrato utilizada (directamente relacionada com a quantidade de antocianina adsorvida)
[2]. Este fendmeno é o resultado da capacidade que as argilas tém de se expandir em
meio agquoso, promovendo a intercalacdo das antocianinas no interior da sua estrutura,
mais precisamente entre as laminas [21].

Teixeira-Neto et al. [21] refere que também existe a possibilidade das
antocianinas apenas serem adsorvidas na superficie externa do adsorvente, por nao
terem sido verificadas diferencas no espaco basal das argilas [21].

Independentemente das antocianinas estarem adsorvidas na superficie externa ou
entre as laminas da argila, o tipo de interaccdo estabelecida é a mesma. Conforme
sugere Lima et al. [53] as argilas, por serem predominantemente acidas, adsorvem
selectivamente as antocianinas, estabelecendo interacgdes fortes com os grupos Al-O
dos adsorventes (preferencialmente no aluminio tetraédrico). Assim, o aluminio
presente na estrutura destes aluminosilicatos sdo pontos especificos e adequados para
adsorver as antocianinas por meio do estabelecimento de interacgdes fortes [53].

A orientacdo que as antocianinas tomam ao serem imobilizadas no adsorvente, é
outro factor que tem influéncia directa na quantidade de antocianina adsorvida. As
antocianinas sao moléculas cationicas planares que possuem anéis aromaticos na sua
estrutura (perpendiculares ao catido flavilium). Quando a concentracdo de antocianina é
baixa, estes compostos sdo adsorvidos por intercalacdo no espago entre laminas ao
assumirem uma posicdo paralela as laminas da argila. Por outro lado, quando a
concentragdo de antocianina é elevada, estas moléculas adoptam uma orientagdo
perpendicular por favorecimento das interac¢bes n—mn (partilha de electrdes) com as
espécies adjacentes [21,24].

Conforme explica Teixeira-Neto et al. [21] existem muitas hipdteses propostas
para explicar a orientagdo das antocianinas aquando da adsorc¢do nas argilas; podem
assumir uma posicdo perpendicular as laminas dos adsorventes, ou podem formar uma
bicamada de moléculas adsorvidas paralelamente as laminas. Ao tomar a cianidina-3-
glucosideo como referéncia, e ap6s simular as dimensdes desta antocianina na sua

conformacgio mais estavel - 12 x 6.3 x 12 A (Fig.36) — foi concluido que o espaco basal
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entre as laminas das argilas é suficiente para que as antocianinas sejam adsorvidas, tanto
paralelamente (12 x 12 A?%), como perpendicularmente (12 x 6.3 A?), de forma a

equilibrar as cargas [21].

Fig. 36 - Modelos de preenchimento espacial da cianidina-3-glucosideo [21].

Né&o foi possivel tirar conclusdes, nem acerca da orientacdo real das antocianinas
adsorvidas, nem sobre a localizacdo exacta de adsorcdo nas argilas; tendo em conta a
coloracdo avermelhada que os hibridos apresentavam, foi, pelo menos, possivel
concluir, que s@o estabelecidas interac¢ches entre as antocianinas e a estrutura das

argilas.
Materiais ndo-laminares

Nos materiais ndo-laminares o mecanismo envolvido na adsor¢do das
antocianinas aos adsorventes ¢ diferente relativamente aos materiais laminares.

No caso das resinas poliméricas, a eficiéncia de adsorcdo de polifendis €
influenciada pela estrutura quimica da propria resina e pelos grupos funcionais
presentes a sua superficie. Isto porque neste tipo de adsorvente a adsor¢do da-se por
estabelecimento de interac¢Ges (hidrofobicas, pontes de hidrogénio ou interaccdo
aromatica) entre os polifenais e a resina [34,50].

Estudos indicam que resinas polares ou apolares sdo viaveis para a adsor¢édo de
antocianinas ja que estas contém, tanto grupos apolares (fenilalil), como grupos polares
(multihidroxi) [5,26].

Adicionalmente, as resinas sintéticas sdo polimeros macroporosos, 0 que resulta
numa grande capacidade de adsorcdo: os poros cilindricos e esféricos permitem que
sejam estabelecidas mais interaccdes entre os atomos da superficie da resina e o

composto pretendido. [5,26,35]
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No caso especifico da resina Lewatit, por ser uma resina ndo funcionalizada (sem
grupos funcionais na sua superficie), e por ser macroporosa (com didmetros de poro a
rondar os 50-100 A) o mecanismo de adsorcio envolvido podera se basear numa maior
afinidade antocianina/resina, do que antocianina/solucdo; daqui resulta a adsorcdo das
antocianinas por entrada nos poros - ja que as suas dimensaoes rondam 0s 12 x 6.3 x 12
A - onde estabelecem interacgdes do tipo van der Waals ou pontes de hidrogénio com a
resina [26,34].

Uma vez que as antocianinas sdo moléculas pequenas comparativamente ao
diametro do poro, entdo cada poro pode adsorver varias moléculas de antocianinas; dai a
grande capacidade de adsorcdo desta resina, também verificada no presente trabalho
[26,34].

Para alem disto, as resinas apresentam uma grande vantagem - principalmente
neste trabalho especifico onde o meio reaccional € uma solugdo de extrato e ndo de
antocianinas puras - as resinas, conforme descrito, ndo interagem com
acucares/glicosideos; isto € 0 mesmo que dizer que ha menos uma classe de compostos
a competir com as antocianinas pelos poros das resinas, o que faz aumentar a
capacidade de adsor¢é@o de antocianinas por estes polimeros [50].

Entdo, pela falta de técnicas de analise de superficies de adsorventes, nao foi
possivel, novamente, concluir acerca do mecanismo de adsor¢do, em
concreto,envolvido na adsor¢do de antocianinas as resinas. O facto do trabalho ter sido
realizado com solucdes de extrato em detrimento de solucBes de antocianinas puras
também impossibilitou a utilizacio de possiveis técnicas de identificacdo e
monitorizacdo de antocianinas (fluorescéncia ou utilizacdo de sondas, por exemplo).

Quanto ao talco, por ser altamente inerte do ponto de vista quimico [39,41], o
mecanismo envolvido na adsorcao das antocianinas neste adsorvente nao devera ter por
base interacgdes fortes entre ambos.

Contrariamente a maioria das argilas, este adsorvente apresenta uma carga de
superficie quase nula que se manifesta na sua incapacidade de expansdo em meio
aquoso; para além disto, as suas particulas individualizadas apresentam um elevado
caracter hidrofébico. Adicionalmente, os oxigénios presentes a superficie do talco ndo
partilham com facilidade os seus pares de electrdes; sdo considerados
electrostaticamente saturados e, por isso, incapazes de estabelecer pontes de hidrogénio
[34].
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As antocianinas, provavelmente, sdo adsorvidas apenas a superficie externa do
talco, processo que é dificultado pela resisténcia dos oxigénios em partilhar electrdes a
fim de serem estabelecidas interacgcdes entre ambos. Isto explica que, no presente
trabalho, o talco se tenha revelado o adsorvente com menor capacidade de adsorcao,
quando comparado aos restantes adsorventes estudados. Contudo, ndo foi possivel
averiguar se este é, de facto, 0 mecanismo envolvido na adsor¢do das antocianinas ao

talco.

Como referido, por impossibilidade de utilizacdo de técnicas mais precisas, em
nenhum dos grupos de materiais (laminares e ndo laminares) foi possivel concluir
acerca da localizacdo das antocianinas adsorvidas/imobilizadas. Dai a hesitacdo na
designagdo pois ndo foi possivel determinar se as antocianinas estdo retidas no interior
dos poros/galerias do solido ou apenas imobilizadas na superficie.

Por comodidade ficou estipulado que, ao longo de todo o trabalho, os adsorventes

carregados serdo mencionados como contendo antocianinas imobilizadas.
Efeito do tempo de adsorcé@o — ensaios de cinética de adsor¢ao

Como ja mencionado, o processo de adsor¢do pode ser aplicado como técnica de
separacdo/purificacdo/estabilizacdo, por imobilizacdo da substancia alvo num
adsorvente. Independentemente do fim a que se destina, 0 processo esta dependente de
diversas varidveis: natureza e caracteristicas da substancia alvo, bem como a sua
concentracdo e pH da solucdo, temperatura, caracteristicas do adsorvente, proporcao
adsorvente/soluto, entre outros [54].

Uma das variaveis da qual o processo de adsor¢do também estd dependente é o
tempo; em conjunto com todas as outras variaveis, o tempo de adsor¢cdo maximiza a
quantidade de molécula adsorvida, por contacto com o adsorvente, numa propor¢ao
directa e até que seja atingido o equilibrio [52]. O tempo de adsorc¢do é, portanto, uma
das variaveis com mais influéncia na eficicia do processo de adsorgéo.

Por outro lado, a eficacia do processo de adsor¢do também estd dependente do
préprio adsorvente e, consequentemente, das suas caracteristicas: capacidade de
adsorcdo (dependente da molécula em questdo), area de superficie, porosidade,

polaridade, entre outras [48].
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Assim sendo, a previsdo da cinética de adsor¢do é fundamental pois permite
avaliar as qualidades de um bom adsorvente no que diz respeito ao tempo necessario
para adsorver um composto em particular [48].

Foi neste sentido que foram definidos os objectivos desta etapa experimental:
como principal temos a optimizacdo do tempo de adsor¢cdo - de forma a que a
quantidade de antocianina adsorvida fosse maximizada, no minimo periodo de tempo
possivel (factor de extrema relevancia a escala industrial) — e como secundario, o estudo
do comportamento e do desempenho de cada adsorvente seleccionado, ao longo do
tempo, nas condicOes de adsor¢do ja optimizadas [48,54].

Tanto o estudo do comportamento/desempenho dos adsorventes ao longo do
processo de adsor¢cdo, como a determinacdo da capacidade maxima de adsorcédo de cada
um deles teve por base a espectrofotometria UV-Vis (a 517 nm).

A capacidade maxima de adsorcdo de cada adsorvente foi determinada no
equilibrio, momento a partir do qual é dado por “’terminado’’ o processo de adsorcao,
sendo o equilibrio classificado como dindmico ja que a quantidade de soluto que €
adsorvido € igual a quantidade que, simultaneamente, € libertada do adsorvente [48].

Neste trabalho, o equilibrio foi definido pelo momento a partir do qual foram
obtidos valores de absorvancia semelhantes, em diferentes leituras UV-Vis (517 nm)
realizadas ao longo do tempo, o que traduz uma concentracdo de antocianina em
solucdo constante.

Em todos os adsorventes foi verificado que, mesmo ap6s o processo de adsor¢ao
ter sido dado por concluido, o sobrenadante ainda apresentava coloracdo avermelhada
remanescente da solugdo inicial, indicando que nenhum dos adsorventes teve a
capacidade de adsorver todo o conteldo de antocianina presente em solucéo.

Estas observacdes vao de encontro aos dados obtidos aquando da optimizacéo da
concentracdo de solucdo de extracto a utilizar: observou-se que, para a mesma
quantidade de adsorvente, a quantidade de antocianina adsorvida era proporcional ao
aumento da concentraccdo de solucdo de extracto - a solucdo de 20 g/L deu origem a
uma quantidade de antocianina adsorvida de, aproximadamente, o dobro em relacdo a
solucéo de 10 g/L, que por sua vez também deu origem ao dobro da quantidade de
antocianina adsorvida da solugdo de 5 g/L — o que indica que nenhum dos adsorventes
se encontra saturado.

Ao longo dos ensaios de cinética de adsorcdo foi verificado que a intensidade da

solucdo de extracto diminuia ao longo do tempo. Esta observacdo traduz a diminuicdo
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da concentracdo de antocianina em solugdo, como resultado da sua imobilizacdo nas
matrizes solidas.
A quantidade de antocianina adsorvida (mg/g), ao longo do tempo, para cada

adsorvente e solucdo de extrato, encontra-se na tabela 9.

Tabela 9 - Quantidade de antocianina adsorvida (mg (anto)/g (adsorvente seco)): comparac¢do da quantidade

adsorvida aos 2 minutos de adsorgéo e no equilibrio.

Quantidade de antocianina adsorvida (mg antocianina/ g adsorvente seco)

Faia 5 g/L Amora 5 g/L Uveira Acores 5 g/L
5 % 5 % 5 %
. equilibrio | adsorcao . equilibrio | adsorcao . equilibrio | adsorg¢éo
minutos . minutos . minutos :
2 minutos 2 minutos 2 minutos
NaSDNj3 4,71 6,50 2% 11,24 13,65 82% 14,47 17,94 80%
SapCa-2 6,49 6,74 96% 9,11 14,32 63,61% 20,62 21,09 97%
SWy-2 5,67 6,45 87% 14,09 14,48 97% 19,91 20,71 96%
Lewatit 8,20 16,67 49% 10,23 36,82 27% 3,61 42,49 8%
Talco 2,55 3,40 75% 2,50 6,08 41% 0,23 2,22 10%

Por analise das quantidades de antocianina adsorvida (mg/g), foi possivel verificar
uma tendéncia: passados apenas 2 minutos desde o inicio da adsorcdo as argilas
(NaSDNj3, SapCa-2 e SWy-2) ja tinham atingido uma % elevada da sua capacidade
maxima de adsorg¢do, nas condi¢fes experimentais. Ja a resina sintética Lewatit e o talco
apresentaram % de adsorgao baixas.

Aos 2 minutos de adsorcdo, foi ainda possivel observar que, nos materiais
laminares, a quantidade de antocianina adsorvida € proporcional a concentracdo de
antocianina presente no extracto; isto €, o extracto de uveira dos Acores, que
corresponde ao extracto com maior concentragdo de antocianina, originou maior
guantidade de antocianina adsorvida, comparativamente aos restantes extratos. Nos
materiais ndo-laminares foi verificado o contrario, o que pode estar relacionado com a
complexidade do proprio extrato (ja que apresenta mais estruturas diferentes de
antocianinas, comparativamente ao extrato de faia, por exemplo). A complexidade do
extrato pode resultar na necessidade de mais tempo para 0 processo de adsorgao.

De forma a simplificar a interpretacdo do comportamento cinético de adsorcao dos
adsorventes em estudo, e tal como Buran et al. [50] e Abdullah et al. [48], os resultados

obtidos nos estudos de cinética de adsorcdo foram apresentados sob a forma de gréafico:
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quantidade de antocianina adsorvida (em miligrama de antocianina por grama de
adsorvente) vs. tempo de contacto/adsor¢do (em minutos).

Analisando os dados obtidos nos ensaios de cinetica de adsor¢do na sua
globalidade — independentemente do adsorvente e da solucdo de extrato de antocianina
— verificou-se que a quantidade de antocianina adsorvida (mg/g) € proporcional ao
tempo de contacto; isto €, ao longo do tempo de adsorgao, foi verificado um aumento da
quantidade de antocianina adsorvida (mg/g), até a situagao de equilibrio.

Esta tendéncia encontra-se exemplificada na Fig.37, foi verificada para todos os
adsorventes (Fig. A4, Fig. A5, Fig. A6 e Fig. A7, ver anexos), e vai de encontro ao
esperado, de acordo com os fundamentos do processo de adsorcdo e também foi

verificado por Bulut e Haluk [52].
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Fig. 37 - Curva de cinética de adsorc¢éo de extracto de antocianina de faia, amora e uveira dos Agores (5
g/L) na argila NaSDN3.

Apesar de todos os adsorventes apresentarem a mesma tendéncia cinética ao longo
do tempo, foram verificadas diferencas ao nivel da ‘’velocidade’’ do processo de
adsorcéo.

No caso dos materiais laminares (argilas) (Fig. 37 e Fig. A4 e Fig. A5 dos anexos)
foi notédria a eficiéncia de adsor¢do logo nos primeiros 2 minutos, apds os quais foi

verificado um abrandamento na adsorcao, até ao momento de equilibrio (aos 20 minutos
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de adsorcéo, aproximadamente). Nestes materiais o equilibrio € atingido rapidamente: a
argila NaSDNj3 (Fig.37), por exemplo, ao fim de cerca de 10 minutos ja havia atingido o
equilibrio, sendo que nos 2 minutos iniciais ja apresentava cerca de 70% da quantidade
total de antocianina adsorvida.

Quanto aos materiais ndo-laminares, na Fig.38 estd exemplificado o
comportamento cinético da resina sintética Lewatit. Como é possivel observar, apesar
de este adsorvente demorar mais tempo a atingir o equilibrio (cerca de 60 minutos), a

capacidade de adsorcdo € maior, comparativamente as argilas.
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Fig. 38 - Curva de cinética de adsorcao de extracto de antocianina de amora (5 g/L) na resina lewatit.

No que respeita ao outro material ndo-laminar, o talco (Fig. 39 e Fig. A7 dos
anexos), foi considerado o adsorvente menos eficiente: para além de apresentar a
capacidade de adsor¢do mais baixa, ndo foi possivel observar situacdo de equilibrio,

mesmo ap06s 120 minutos de ensaio.
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Fig. 39 - Curva de cinética de adsorcéo de extracto de antocianina de amora (5 g/L) no talco.

Para além das proprias caracteristicas dos adsorventes que favorecem o processo
de adsorcéo — area de superficie especifica, didmetro do poro, polaridade, entre outras —
também a metodologia utilizada tem uma grande influéncia na eficiéncia de adsorcao
[48].

A metodologia aplicada durante os estudos de cinética, e tal como anteriormente
descrito, envolve a agitacdo da mistura reaccional, 0 que constitui uma vantagem na
eficacia do processo de adsorcdo, originando situacGes de equilibrio em apenas 2
minutos, conforme descrito por Fan et. al. [54]. Este facto é o resultado da dispersao das
particulas sélidas dos adsorventes pela solucdo, causada pela agitacdo, o que as torna
mais disponiveis para o inicio do processo de adsorgéo: a transferéncia externa de massa
(1° passo) é acelerada resultando numa maior difusdo na zona de fronteira e,
consequente, aumento na eficacia de adsorcao [54].

Neste trabalho, e pela metodologia envolver agitagdo da mistura, a adsor¢do das
antocianinas é controlada, maioritariamente, pela estrutura do adsorvente e pelas suas
propriedades quimicas [54].

Tendo em conta que o processo de adsor¢do (das antocianinas, neste caso
especifico) normalmente, é constituido por trés passos — transferéncia externa de massa,
adsorcdo das moléculas a superficie do adsorvente e troca de posicdo com o0s elementos
estruturais do interior do adsorvente (em alguns casos) ou transferéncia das antocianinas
para a superficie interna do adsorvente poroso — e considerando o tempo que cada
adsorvente levou a atingir o equilibrio, é provavel que: no caso das argilas o processo de

adsorc¢do seja imediato (ndo havendo distincdo entre 0s varios passos que o constituem)
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contrariamente a Lewatit e ao talco cujo processo de adsor¢do deve ser gradual, com
cada etapa a ocorrer a seu tempo [54].

Assim, por analise de todos os parametros acima discutidos, da optimizacdo do
tempo de adsorcdo concluiu-se que as 2 horas de ensaio sdo suficientes para que 0s
adsorventes atinjam o equilibrio.

Se forem tidas em consideracdo as capacidades maximas de adsorcdo obtidas
(tabela 10), para todos os adsorventes, apos 2 horas de adsor¢do e apds 5 horas de
adsorcdo, verificamos que as capacidades sdo idénticas (e até ligeiramente superiores
apos as 2 horas, comparativamente as 5 horas).

Entdo, a estipulacdo das 2 horas como tempo de adsor¢ao dptimo é uma decisao
segura, para as condi¢des experimentais em questdo. No entanto, para as argilas, a

adsorc¢do poderia ter sido concluida aos 20 minutos.

Tabela 10 - Capacidade méxima de adsor¢do de cada adsorvente. Comparacao entre valores obtidos ao

fim de 2 horas e de 5 horas de adsorcao.

Capacidade maxima de adsor¢do dos adsorventes ( quantidade méxima de antocianina
adsorvida (mg) por grama de adsorvente )
Estudo de cinética de adsorc¢ao Estudo de adsorc¢éo
(2 horas) (de 5 horas)
Faia Amora Uveira Acores Faia Amora Uveira Acores
NaSDN3 6,50 mg/g 13,65 mg/g 17,94 mg/g 4,99 mg/g 13,02 mg/g 20,67 mg/g
SapCa-2 6,74 mg/g 14,32 mg/g 21,09 mg/g 5,47 mg/g 13,37 mg/g 22,12 mg/g
SWy-2 6,45 mg/g 14,48 mg/g 20,71 mg/g 5,36 mg/g 13,30 mg/g 22,04 mg/g
Lewatit 16,67 mg/g | 36,82* mg/g 42,49 mg/g 12,63 mg/g 6,51* mg/g 51,95 mg/g
Talco 3,40 mg/g 6,08 mg/g 2,22* mg/g 2,48 mg/g 5,61 mg/g 5,69* mg/g

Conforme ¢ ainda possivel observar, na tabela 10 estdo assinalados valores de
capacidade de adsorcdo que, por serem discordantes, foi necessaria uma analise mais
cuidada.

No caso da resina Lewatit (com antocianina de amora adsorvida ao fim das 2
horas de adsorcédo), apresentou uma capacidade maxima de adsorc¢ao de cerca de 36,82

mg/g, enquanto ao fim de 5 horas tinha uma capacidade de 6,51 mg/g. Tenhamos em
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consideracdo a tendéncia de adsorc¢ao verificada para todos os adsorventes: a quantidade
de antocianina adsorvida a partir de extrato de faia é metade comparativamente ao
extrato de amora, que por sua vez é metade em relacdo ao extrato de uveira dos Agores;
esta tendéncia esté relacionada com o teor total de antocianina em cada extrato. Entéo
acredita-se que a capacidade de adsorc¢do de 6,51 mg/g (ao fim das 5 horas) se trata de
um erro experimental relacionado com a dificuldade e falta de experiéncia no
manuseamento da resina; o valor expectavel mais acertado seria, entdo, mais
aproximado dos 36,82 mg/g obtidos ao fim das 2 horas de adsor¢do (valor este que
corresponde a, aproximadamente, o dobro da capacidade a partir de faia e metade da
capacidade a partir de uveira dos agores).

Quanto ao talco (com antocianina adsorvida a partir de extrato de uveira dos
Acores), as capacidades maximas de adsor¢do encontram-se sinalizadas, tanto as 2
horas, como as 5 horas. Isto porque, ao compara-los, foi verificado que o valor a partir
dos estudos de cinética (2,22 mg/g) é muito inferior ao valor obtido ao fim das 5 horas
(5,69 mg/g). Tendo em conta 0 comportamento cinético do talco neste extrato (Fig.40),
e tal como assinalado, foi constatado que os primeiros minutos do processo de adsor¢édo

foram oscilantes.

UV. ACORES-Talco
3,00 +
2,50 -
2,00 -
1,50 - L 4

1,00 - o * ¢

20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tempo (minutos)

quantidade de antocianina adsorvida
mg (antocanina)/g (adsorvente seco)

Fig. 40 - Curva de cinética de adsorgdo de extracto de antocianina de uveira dos Acores (5 g/L) no talco.

Este comportamento advém da heterogeneidade da mistura reaccional, agravada
pelo elevado caracter hidrofobico do talco quando colocado em contacto com a agua

[36]; isto influencia os primeiros momentos do processo de adsor¢do que sdo cruciais.
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Daqui pode ter resultado uma adsor¢do incompleta, por tempo de contacto insuficiente
[50], tanto nas 2 horas de cinética (adsorvendo apenas 2,22 mg/g de antocianina em
contraposi¢do as 5,69 mg/g adsorvidas em 5 horas) como nas 5 horas de adsorcéao ( pois
mesmo as 5,69 mg/g deve corresponder a uma adsor¢do incompleta ja que seriam de
esperar, aproximadamente, 10 mg/g adsorvidas, correspondentes ao dobro da
antocianina adsorvida a partir de extratos de amora).

A capacidade maxima de adsor¢cdo de um adsorvente, juntamente com o
comportamento do mesmo ao longo do processo de adsorcdo, permite avaliar as
qualidades basicas de um bom adsorvente, nomeadamente: tempo necessario para que 0
adsorvente remova um determinado composto, bem como a eficacia com que o faz [48].

Na tabela 11, estdo reunidas as capacidades de adsorcdo de cada um dos
adsorventes, no equilibrio, bem como o tempo que demoram a atingir o equilibrio (em

minutos).

Tabela 11 — Capacidade de adsorcéo dos diferentes adsorventes, no equilibrio, e tempo necesséario para

que atinjam o equilibrio.

Quantidade de antocinina adsorvida no
equilibrio (mg antocianina/ g adsorvente)
| amora | unans | e neesro e,

NaSDNj; 6,50 mg/g 13,65 mg/g 17,94 mg/g 20
SapCa-2 6,74 mg/g 14,32 mg/g 21,09 mg/g 20
SWy-2 6,45 mg/g 14,48 mg/g 20,71 mg/g 20
Lewatit 16,67 mg/g 36,82 mg/g 42,49 mglg 60
Talco 3,40 mg/g 6,08 mg/g 5,69 mg/g 120

Se tivermos em conta as capacidades de adsorcdo, verificamos que o0s
adsorventes, por ordem crescente de eficacia, seguem a tendéncia: Talco < NaSDNj; <
SWy-2 < SapCa-2 < Lewatit.

Se, por outro lado, analisarmos o tempo necessario que cada adsorvente necessita
para que seja atingido o equilibrio (por ordem crescente de tempo), verificamos a
tendéncia: argilas < Lewatit < talco.

Entdo, facilmente concluimos que a resina Lewatit adsorve uma maior quantidade
de antocianina (por grama de adsorvente seco), mas também é dos adsorventes que
necessita mais tempo para atingir o equilibrio. Contudo, e uma vez que a quantidade de

antocianina adsorvida € de, aproximadamente, o dobro, comparativamente aos restantes
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adsorventes, foi entendido que o tempo dispendido para que atinja o equiibrio (e
consequentemente 0s custos implicitos a uma possivel aplicagdo industrial) sdo
justificaveis.

Ja as argilas, apesar de adsorverem, aproximadamente, metade da quantidade de
antocianina comparativamente a resina Lewatit, levam menos de metade do tempo a
atingir o equilibrio (20 minutos, em contraposi¢do a 60 minutos). Todavia, a utilizacdo
de argilas, em deterimento das resinas sintéticas, traduz-se na valorizacdo de recursos
naturais; entende-se, assim, que apesar de adsorver menos quantidade, a utilizacdo das
argilas é mais vantajosa em relagdo as resinas sintéticas.

Quanto ao talco, claramente é o adsorvente menos eficaz na adsorcdo de
antocianinas pois, ndo s6 é o que adsorve menos quantidade, como é o que demora mais

tempo a atingir o equilibrio (situac@o por vezes nem verificada).
1.4. Conclusbes

No que diz respeito ao método de extraccdo utilizado, concluiu-se que conduz a
amostras com grandes quantidades de compostos que ndo os de interesse, por ndo ser
um método selectivo para as antocianinas. Concluiu-se, assim, ser necessario a adicdo
de um passo adicional que aumentasse a selectividade do método de extrac¢do para 0s
compostos de interesse, nomeadamente a purificagdo do extrato por particio com
acetato de etilo.

Quanto a particdo com acetato de etilo, revelou-se ineficaz; entdo concluiu-se que,
preferencialmente, a extraccdo de antocianinas a partir das fontes vegetais deveria sido
repetida, sem a particdo com acetato de etilo, o que ndo foi possivel por falta de material
vegetal de partida.

Relativamente a optimizagdo dos pardmetros de adsorcdo, concluiu-se que, de
acordo com os objectivos do trabalho, o pH ideal a ser utilizado ronda os valores 4 - 4,5,
sendo a proporc¢ao massa de adsorvente/volume de solucdo de extrato de 10 mg/ml.

Quanto ao metodo de quantificacdo de antocianina, em solucdo de extrato e
adsorvida, nomeadamente por espectrofotometria UV-vis, concluiu-se ser adequado,
tendo em conta a natureza complexa das matrizes em estudo. Também foi possivel
concluir que, nas condi¢des experimentais aplicadas, as antocianinas apresentaram uma

absorcdo maxima no comprimento de onda dos 517 nm e, portanto, este foi o
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comprimento de onda selecionado para a quantificagdo das mesmas ao longo de todo o
trabalho.

No que concerne ao parametro da concentracdo da solucdo de extrato de
antocianina, concluiu-se que, de entre as trés concentracdes testadas, a concentrac¢do 5
g/L revelou-se a mais adequada, por uma questao de poupanca de extrato.

Quanto a capacidade de adsor¢do dos adsorventes, foi possivel concluir que é
influenciada pela concentracdo da solucdo de extrato de antocianina, como também pela
complexidade do proprio extrato. De acordo com as capacidades de adsorcdo, foi ainda
possivel agrupar os adsorventes em 2 grupos distintos; os materiais laminares que dizem
respeito as argilas, e os materais nao-laminares nos quais se incluem o talco e a resina
Lewatit. Uma vez que os extractos de uveira dos Acores e uveira da Madeira originam
quantidades de antocianinas adsorvidas idénticas, e devido a escassez de material
vegetal de uveira da Madeira, determinou-se que apenas seria utilizada a uveira dos
Acores para o restante trabalho.

Quanto aos possiveis mecanismos de adsor¢do envolvidos no processo de
adsorcdo de antocianinas aos materais laminares e nao-laminares, por falta de técnicas
mais adequadas, em nenhum dos grupos foi possivel tirar conclusdes. Pelo mesmo
motivo, também ndo foi possivel concluir acerca da localizacdo exata das antocianinas
(a superficie ou no interior); fica assim justificada a hesitacdo na designacdo das
antocianinas como adsorvidas/imobilizadas pois ndo foi possivel apurar, ao certo, se
estdo retidas, no interior dos poros ou galerias do sélido, ou apenas imobilizadas a
superficie.

Da optimizagdo do tempo de adsorcdo, concluiu-se que a capacidade de adsor¢éo
dos adsorventes € proporcional ao tempo durante o qual ocorre o processo. Também foi
possivel concluir que 2 horas de ensaio sdo suficientes para que os adsorventes atinjam
o0 equilibrio. Adicionalmente foi possivel concluir que os materiais laminares (argilas)
sd0 0s mais rapidos a atingir o equilibrio, aos 20 minutos de ensaio, e a capacidade
maxima de adsorcdo varia de acordo com o extrato. JA4 os materiais nao-laminares
demoram mais tempo a atingir o equilibro: por um lado, a Lewatit demora cerca de 60
minutos mas apresenta a maior capacidade de todos os adsorventes, por outro lado o

talco revelou-se o pior adsorvente e de dificil manipulagéo.
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2. Avaliacdo da estabilidade de antocianinas imobilizadas
em matrizes solidas - determinacdo da actividade
antioxidante (DPPH)

2.1. Objectivo

O objectivo principal da determinacdo da actividade antioxidante das antocianinas
imobilizadas nas matrizes solidas em estudo foi verificar se 0s pigmentos se mantém

estaveis ao longo do tempo, e consequentemente, mantém a sua actividade antioxidante.
2.2. Metodologia

2.2.1. Preparacao das matrizes solidas carregadas com antocianinas

As matrizes soOlidas carregadas — materiais laminares e ndo-laminares com
antocianinas imobilizadas - foram preparadas conforme a metodologia de adsorcao

previamente optimizada e esquematizada na Fig.41.

3 mL solugdo de antocianina
(5g/L;pH4,3)
+

0,03 g de adsorvente
(NaSDN,; SapCa-2; SWy-2; Lewatit 1064; Talco)

Adsorgao
( agitagdo mecanica; protegida da luz; temperatura ambiente; 2 horas)

!

Centrifugacdo
(10 °C; 20 min%; 4000 rpm;)

Adsorvente sobrenadante _» Filtragdo UV-Vis
carregado (0,45 um) (517 nm)

| |

Lava~gem B Quantificagdo de antocianina
(com solugdo tamp&o) total em solugdo

Centrifugacao l
(10°C; 20 min't; 4000 rpm;) Quantificagdo de antocianina

/\ adsorvida por subtracgdo do valor
inicial

Sobrenadante Adsorvente _ Liofilizacdo —> Liofilizado
descartado carregado carregado

Fig. 41 - Metodologia aplicada para preparagdo das matrizes solidas.
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Os cinco adsorventes estudados - argilas: NaSDNj3; SapCa-2 e SWYy-2; resina

Lewatit VP 1064 MD PH e talco farmacéutico — foram, assim, preparados para cada

uma das fontes de antocianinas selecionadas — faia, amora e uveira dos Agores. Daqui

resultaram trés lotes de cinco matrizes carregadas, conforme esquematizado na Fig.42.

3 mL solugdo de antocianina Z

(58/L;pH 4,3)

+

0,03 g de adsorvente

Faia
Amora

Uveira Agores

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2

Lewatit VP 1064

Talco

FAIA:

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2
Lewatit VP 1064
Talco

Fig. 42 - Esquematizacdo dos lotes de matrizes obtidos para o estudo.

15 liofilizados carregados:

f

AMORA

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2

Lewatit VP 1064

Talco

UVEIRA ACORES

NaSDN;
SapCa-2
SWy-2

Lewatit VP 1064

Talco

A quantidade de antocianina imobilizada em cada adsorvente foi quantificada,

conforme a metodologia de quantificacdo optimizada anteriormente (espectrofotometria

UV-Visa 517 nm). Na tabelal2 encontram-se os resultados obtidos.

Tabela 12 - Quantidade de antocianina adsorvida (miligrama de antocianina por grama de adsorvente) nos
adsorventes carregados.

Faia Amora Uv. Acgores

NaSDN3 5,74 £1,06 13,33+ 0,44 19,30 +1,93
SapCa-2 6,10 £ 0,89 13,84 £ 0,67 21,60 0,72
SWy-2 5,95+0,77 13,89+ 0,83 21,37+0,94

Lewatit 14,64 + 2,84 33,46 £ 4,74 47,22 + 6,68
Talco 2,94 £ 0,65 5,84 £ 0,33 11,45+1,08
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2.2.2. Determinagcdo da actividade antioxidante das matrizes

preparadas

Os adsorventes carregados e liofilizados foram submetidos a um teste de
capacidade antioxidante (DPPH), segundo a metodologia de Gordon et al. [55]. Foram
introduzidas algumas modificacBes - representado na Fig.43 - visto o DPPH ser
colocado em contacto com um solido (e ndo com um liquido), tal como realizado por
Teixeira-Neto et al. [21].

Assim, a 0,001 g de adsorvente carregado, foram adicionados 3,5 mL de uma
solucdo de DPPH (0,06 mM em metanol), sendo a mistura reaccional colocada em
agitacdo mecanica (orbital shaker, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz) por 30
minutos. Ao fim deste tempo, a mistura foi centrifugada, o adsorvente foi separado do
sobrenadante, sendo o primeiro descartado e o sobrenadante filtrado (0,45 um) e
analisado por espectrofotometria UV-Visa 516 nm.

Esta metodologia foi aplicada, em triplicado, a todos os lotes das matrizes

preparadas anteriormente.

3,5 mL DPPH
(0,06 mM, em metanol)
+

0,001 g liofilizado carregado

!

Reacdo neutralizagdo DPPH
( agitagdo mecanica; protegida da luz;
temperatura ambiente; 30 min?)

!

Centrifugacao
(10 °C; 10 min; 4000 rpm)

T

Adsorvente carregado Sobrenadante —» Filtragdo . UV-vis
descartado (0,45 pm) (516 nm)
Quantificagdo da

actividade antioxidante

Fig. 43 - Metodologia aplicada para determinacéao da actividade antioxidante das antocianinas

imobilizadas nas matrizes sélidas em estudo.
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A actividade antioxidante foi determinada com recurso a uma recta de calibracéo,
previamente tracada, por analise do produto da adicdo de diversas solucbes de Trolox
(0,2-1,2 um) a 3,5 mL de solugdo de DPPH (0,06 mM), apds 30 minutos de reacgéo.

A partir da recta (Fig.44), com equacdo y = -0,5014x + 0,489 e coeficiente (R?)
igual a 0,984, determinou-se a actividade antioxidante dos sélidos em estudo, estando 0s
resultados expressos em mili molar de equivalentes de Trolox por grama de adsorvente

Seco.

Recta de calibrag¢ao Trolox-DPPH

y=-0,5014x + 0,489
R2=0,984

Absorvancia
o
w
Il

0,2 -
0,1 -
0 T T T T ’\ 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

[Trolox] (mM)

Fig. 44 - Recta de calibracdo Trolox-DPPH.

Esta primeira determinacdo de actividade antioxidante foi definida como o ponto
de partida dos ensaios de actividade antioxidante das matrizes ao longo do tempo. De
uma forma mais simples: foi definida como a semana 0 (zero) do estudo.

As matrizes foram entdo armazenadas durante 8 semanas, a 4 °C, ao abrigo da luz

(conforme esquematizado na Fig.45).

2.2.3. Estudo de estabilizacdo das antocianinas imobilizadas em
matrizes soOlidas — monitorizacdo de actividade antioxidante ao

longo do tempo

Apos as 8 semanas de armazenamento, foi realizada uma nova determinacdo de
actividade antioxidante de todas as matrizes (denominada semana 8).

Foi iniciado, simultaneamente, o estudo da estabilizagdo das antocianinas
imobilizadas nas matrizes, ao longo do tempo, quando submetidas a condig¢bes

consideradas extremas. Para o efeito, as matrizes foram divididas em 2 lotes distintos:
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expostas a radiacdo solar (a temperatura ambiente) e expostas a temperaturas elevadas
(50 °C, ao abrigo da luz) (Fig.45). Desta forma a mesma matriz é estudada em
condicdes diferentes.

Apo6s uma semana da divisdo (semana 9), foi realizada nova determinacdo da
actividade antioxidante das matrizes. O mesmo procedimento foi realizado todas as

semanas, em triplicados, e conforme representado na Fig.45.

Luz solar

(temp. ambiente)
Liofilizado Liofilizado <

carregado 8semanas  carregado

4°C Temp. elevadas
abrigo da luz (50 °C; escuro)
Teste DPPH Teste DPPH Teste DPPH
SEMANAS
0 8 9 10 11 12

Fig. 45 — Esquematizacéo da metodologia aplicada no estudo da estabiliza¢do das antocianinas
imobilizadas nas matrizes s6lidas em estudo.

2.3. Resultados e discussao

O ensaio de DPPH é um dos testes utilizados para avalizacdo das propriedades
antioxidantes de compostos e/ou misturas complexas, de que s@o exemplo os extratos
naturais [27].

Este método consiste na dissolucdo de cristais de DPPH em alcool (metanol neste
caso), no qual é adicionado uma aliquota de antioxidante; a mistura é incubada por,
cerca de 30 minutos e a absorvancia final lida [27]. Ao longo da reaccdo é verificada
uma alteracdo de cor: a solugdo inicial (parpura) da lugar a uma solugéo fnal (amarela)
que se deve a reducdo do DPPH- a DPPH, por transferéncia do atodo de H do
antioxidante [16,27] .

Por ser um ensaio simples e de baixo custo, este teste foi selecionado como
adequado para a avaliagdo da actividade antioxidante das matrizes do presente trabalho,

seguindo o procedimento experimental de Teixeira-Neto et al. [21].
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De acordo com a metodologia aplicada, os ensaios de DPPH podem ser de
natureza estatica ou dinamica [27]. A metodologia aplicada no presente trabalho é
classificada como estatica pois quantifica o radical cromogénico consumido, apos
reaccdo com a amostra antioxidante, apdés um periodo de tempo previamente
determinado (30 minutos) [27].

A metodologia aplicada, por ser estatica, constitui uma desvantagem ja que
subestima a actividade dos antioxidantes de acgao lenta para descolorar o DPPH [27].

Por aplicacdo da metodologia descrita nas matrizes sélidas com antocianinas
imobilizadas, foi verificada a necessidade de homogeneizar as amostras, por agitacdo
mecanica, durante os 30 minutos de incubacéo.

Os resultados obtidos estdo na Tabela A4 (ver anexos), e S40 expressos em
milimolar de equivalentes de trolox (por grama de adsorvente seco), porque tém em

consideracéo a descoloracédo originada pelo composto de referéncia trolox [27].

Analise dos sobrenadantes e das matrizes sélidas ap06s reaccdo de neutralizacdo

As matrizes s6lidas também foram analisadas ap0s a reaccdo de neutralizacao: foi
observado que os materiais laminares (argilas) mantinham a coloracdo vermelha
conferida pelas antocianinas imobilizadas nas suas estruturas, contrariamente aos

materiais ndo laminares (resina Lewatit e talco) que passaram a incolores.

Interpretacdo das evidéncias visuais

Para uma correcta interpretacdo dos resultados obtidos, é importante ter em
consideracdo que a intensidade da coloracdo dos sobrenadantes (apds a reaccdo de
neutralizacdo) esta directamente relacionada com o contetdo de antioxidantes presente
na amostra [9]. Adicionalmente, os resultados tém de ser discutidos com base na
coloracao do sobrenadante, em simultdneo com as matrizes solidas (visto que sdo estas
que contém os antioxidantes imobilizados).

Por uma estdo de simplificacdo na interpretacdo e discussdo dos resultados, serd
feita distincdo entre os materiais laminares e os materiais nao-laminares.

Nos materiais laminares, ndo se verificou a descoloracdo do DPPH que continuou
purpura; foi assim possivel concluir que ndo ha actividade antioxidante indicando que
antocianinas ndo estavam disponiveis para reagir por se encontrarem adsorvidas a

matriz solida. As evidéncias podem indicar duas hipoteses: ou o conteldo de
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antioxidante imobilizado nas matrizes é demasiado baixo e, portanto, insuficiente para
neutralizar todo o radical presente ou, por outro lado, o tempo de incubagdo ndo é
suficiente para que o antioxidante neutralize na totalidade o radical presente.

Os materiais ndo-laminares — Lewatit e talco — apresentaram um comportamento
distinto dos materiais laminare. No talco foi verificada a descoloracdo do DPPH o que
poderd indicar uma fraca interaccdo entre as antocianinas e a estrutura do talco; o
resultado é a dessor¢do das antocianinas que ficaram disponiveis em solucdo para
descolorar o DPPH. Quanto a Lewatit, a descoloracdo do DPPH indicou que ha
actividade antioxidante que € acompanhada pela degradacdo das antocianinas: ou nas
condicdes de trabalho (pH e meio metandlico) as antocianinas saem do poro para a
solucdo onde reagem com o DPPH e perdem a cor, ou as antocianinas permanecem no
interior do poro mas tem a capacidade de reagir com o DPPH. Néo foi possivel concluir
sobre nenhuma das hipoteses.

Tanto para os materiais laminares como para 0s materiais ndo-laminares, e na
tentativa de chegar a alguma conclusdo, procedeu-se a analise dos valores de actividade

antioxidante obtidos (em milimolar de equivalentes de trolox).

Andlise e interpretacao dos valores de actividade antioxidante obtidos

Os resultados obtidos, como mencionado anteriormente, encontram-se na Tabela
A4 (ver anexos), estdo expressos em milimolar de equivalentes de trolox (por gama de
adsorvente seco) pois tém em consideracdo a descoloracdo originada pelo composto de
referéncia trolox [27].

Da analise dos resultados obtidos, foram verificadas oscilacbes e discrepancias
que ndo estavam previstas. Assim, por uma questdo de simplificagdo, os resultados
serdo discutidos tendo por principal base as matrizes carregadas com antocianinas da
faia (lote exposto a radiacdo solar), ja que o comportamento observado para esta matriz

(tabelal3) foi o mais préximo do aceitavel, comparativamente as restantes amostras.
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Tabela 13 — Actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas de faia, apds exposicdo
solar por 4 semanas. Resultados expressos em milimolar de equivalentes de trolox por grama de

adsorvente.

Actividade antioxidante das matrizes carregadas com antocianinas da faia,

expostas a radiacdo solar (eqg. trolox /massa adsorvente (mM/g))

Semana0 Semana8 Semana9 Semana 10 Semana 11 Semana 12

NaSDNj3 438,81 416,25 210,16 145,38 88,71 229,43
SapCa-2 557,98 284,14 285,92 290,51 249,36 368,74

Faia SWy-2 473,59 434,10 200,65 325,17 175,21 378,99
Lewatit 1276,48 663,05 550,05 605,61 513,21 495,73

Talco 219,46 155,85 65,53 231,99 -28,14 92,96

Por comportamento aceitavel - tendo em conta o principal objectivo do trabalho e
o fundamento do préprio teste - entendam-se apenas duas situagdes: ou a manutencgao da
actividade antioxidante ao longo das semanas (significando que as antocianinas se
encontram estaveis imobilizadas nas matrizes solidas) ou decréscimo da actividade
antioxidante ao longo das semanas (cujo significado ¢ o de que ndo é possivel
estabilizar antocianinas por imobilizacdo em matrizes solidas quando expostas a
condicOes adversas de radiacdo ou temperatura) [27]. Nenhum resultado que indique o
aumento da actividade antioxidante foi aceite como valido pois em momento algum
houve adi¢do de contedo de antocianinas.

Por andlise da actividade antioxidante dos adsorventes carregados com
antocianinas de faia apds o processo de adsor¢do (semana 0), verificou-se que a maior
actividade antioxidante expressa dizia respeito a resina sintética Lewatit (cerca de
1276,48 mM/g) seguindo-se os restantes adsorventes com a tendéncia: SapCa-2 > SWy-
2 > NaSDN3 > talco.

No caso especifico da Lewatit (material ndo laminar), e relacionando as
evidéncias visuais (sobrenadante amarelo e resina incolor) com a actividade
antioxidante apresentada (maior actividade comparativamente a todos 0s outros
adsorventes), concluiu-se que, de facto, nesta matriz as antocianinas estdo mais
disponiveis para reagir com o DPPH e neutraliza-lo. Isto se deve ao solvente utilizado
para realizacdo do ensaio; o metanol, por se tratar de um alcool, e tal como descrito,
corresponde a um dos solventes preferenciais a ser utilizados em resinas macroporosas

quando se pretende a dessor¢do do composto adsorvido [26]. Assim, durante o ensaio,
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pode ter sido promovida a dessorcao/mobilizacdo das antocianinas da matriz solida para
a solucdo reaccional, tornando-a totalmente disponivel para neutralizar o radical; o
resultado é a expressdo de uma maior actividade antioxidante, comparativamente aos
outros adsorventes em estudo.

Apo6s 2 meses de armazenamento a 4°C (semana 8), é possivel observar que a
actividade antioxidante das amostras baixou em, aproximadamente, 50% na argila
SapCa-2 e na resina Lewatit; j& as argilas NaSDN3; e SWy-2 apresentaram uma perda
menos significativa (5% e 8%, respectivamente), sendo o talco o adsorvente que
apresentou uma perda intermédia a todos os referidos, com cerca de 28%. Isto indica
que a argila SapCa-2 e a resina Lewatit ndo deverdo ser bons estabilizadores de
antocianinas em condi¢Oes de armazenamento a temperaturas baixas, resultando na
perda de contetdo de antocianinas e, portanto, na diminui¢do da actividade antioxidante
da amostra. J& as argilas NaSDN3; e SWy-2 poderdo ser bons estabilizadores nas
mesmas condic¢es, com perdas de actividade antioxidante muito pequenas, que € o
mesmo que afirmar que o conteldo de antocianinas perdido € muito pequeno. O talco
poderd ser um estabilizador intermédio, com perdas de actividade antioxidante a rondar
0s 28%.

A primeira vista, os resultados acima discutidos, nomeadamente da semana 0 e
semana 8, poderiam ser considerados validos. Mas, apés verificar os resultados obtidos
ao longo do estudo de estabilizacdo das antocianinas adsorvidas (durante 4 semanas em
condicdes extremas), foi concluido que os valores obtidos nos ensaios de DPPH para as
matrizes em estudo ndo poderiam ser considerados validos.

Esta decis@o teve por base os valores de actividade antioxidante recolhidos ao
longo do ensaio, para todas as amostras (ver anexo, Fig. A8, Fig. A9, Fig. Al10, Fig.
All e Fig.A12 ); foram verificadas muitas oscilagdes de valores, e inclusivamente
situacOes de aumento de actividade antioxidante.

No caso especifico das matrizes carregadas com antocianinas da faia, expostas a
radiacdo solar, as referidas variacBes sdo observaveis na Fig.46: no caso da argila
NaSDNj3, verificamos que ha uma perda gradual de actividade antioxidante, da semana
0 & semana 11 (438,81 mM/g, 416,25 mM/g, 210,16 mM/g, 145,38 mM/g e 88,71
mM/g); mas da semana 11 para a semana 12 foi observado um ganho significativo de
actividade antioxidante, passando de 88,71 mM/g para 229,43 mM/g; outro exemplo é o
do talco para o qual foi verificado um aumento de actividade antioxidante, da semana 9

para a semana 10 (65,53 mM/g em contraposicdo a 231,99 mM/qg), tendo diminuido na
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semana 11 para -28,14 mM/g (valor nem considerado valido), de seguida aumentando

para 92,96 mM/g na semana 12.
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Fig. 46 - Variacdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas da faia, ao longo
das 4 semanas de exposicdo solar.

Também Teixeira-Neto et al. [21] nos seus ensaios de actividade antioxidante de
antocianinas imobilizadas em argilas reportou diferencas no comportamento cinético da
reaccdo de neutralizacdo do DPPH. Uma vez que ambos os trabalhos tém em comum as
matrizes em estudo — antocianinas adsorvidas em argilas — a explicacdo dada pelo autor
foi adotada como valida para os resultados obtidos neste estudo.

Contrariamente a maioria das metodologias aplicadas nos ensaios de DPPH - nas
quais os antioxidantes se encontram em solugdo com o radical - no presente trabalho o
antioxidante esta imobilizado numa matriz sélida. Assim, mesmo colocando a matriz
em contacto com a solucdo de DPPH, é expectavel uma acrescida dificuldade ao nivel
do acesso ao radical, por parte do antioxidante, condicdo obrigatoria para que a reac¢do
ocorra. Para além disto, estdo ainda envolvidos diversos factores que influenciam a
reaccdo de neutralizacdo do DPPH pelo antioxidante, nomeadamente: a difusdo intra
particulas das moléculas de DPPH, a capacidade de expansdo das argilas em solucao
alcodlica, a natureza dos ides catifes das laminas das argilas e ainda a area de superficie

das matrizes (argilas com antocianinas) [21].
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Fica assim explicada a inconsisténcia dos resultados obtidos ao longo do estudo.
Posto isto, os resultados obtidos por aplicacdo desta metodologia ndo podem ser
considerados validos nem a metodologia é reprodutivel, pelo menos nas condi¢cbes de
trabalho em questdo.

Pelos mesmos motivos, apenas 0s resultados obtidos para a resina sintética
Lewatit poderiam, eventualmente, ser tidos em consideracdo, uma vez que, tal como ja
referido, a solugdo metandlica promove a dessor¢do das antocianinas, que passam a
estar disponiveis em solucdo, juntamente com o DPPH; desta forma ndo seria colocada
em questdo a limitagdo referida.

Nem estes resultados podem ser considerados validos pois em alguns casos foram
observadas discrepancias (mesmo entre triplicados da resina Lewatit): enguanto em
alguns ensaios era promovida a dessor¢do total das antocianinas, confirmada pela
coloracdo da resina que passava de avermelhada a branca ap6s os 30 minutos de ensaio,
noutras situacdes, mesmo apdés o tempo de incubacdo ocorrido, a resina ainda
apresentava alguma coloracdo vermelha, indicando que ainda restava algum teor de

antocianinas adsorvidas.
2.4. Conclusodes

Foi assim possivel concluir que a metodologia do DPPH, por ser simples e barata,
e tal como referenciada por muitos autores, € um dos testes Uteis para a avaliacdo das
propriedades antioxidantes de compostos e de misturas complexas, como extratos
naturais. A metodologia aplicada no trabalho é classificada como estatica pois
quantifica o radical consumido apds reaccdo com o0 agente antioxidante, num
determinado periodo de tempo.

A principal conclusdo em relacdo a aplicacdo desta metodologia para avaliagdo da
actividade antioxidante das matrizes solidas com antocianinas imobilizadas foi a de que
0 ensaio de DPPH ndo é eficaz nas condi¢des de trabalho: ndo sé pelas prdprias
limitacbes do método, mas também pela limitagdo adicional das antocianinas estarem

imobilizadas em estruturas solidas e ndo em solugcdo com o DPPH.
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3. Avaliacédo da estabilidade das antocianinas imobilizadas

em matrizes soélidas — Andlise colorimétrica (CIELAB)

3.1. Objectivo

O objectivo do estudo colorimétrico das matrizes solidas com antocianinas
imobilizadas foi analisar as variagdes de cor ao longo do tempo de exposicdo a
condicdes extremas — radiacdo solar incidente e temperatura elevada — avaliando, assim,

indirectamente, a estabilidade dos compostos imobilizados.

3.2. Exposicao das matrizes sélidas a condi¢cdes extremas de

temperatura e exposicao solar

As matrizes sélidas utilizadas foram as mesmas matrizes preparadas para os testes
de capacidade antioxidante (DPPH).

A metodologia aplicada na exposicdo das amostras a condi¢Oes extremas de
radiagdo solar incidente e temperatura elevada foi a mesma, conforme exemplificado na
Fig.47.

As matrizes estiveram expostas as condi¢fes extremas, por um periodo de 8
semanas, ao fim das quais foram realizadas as leituras colorimétricas para compara¢édo
de cor entre as amostras e os respectivos padrdes (matrizes solidas carregadas com

antocianinas logo apés a adsorgao).

Luz solar , Adsorvente
Adsorvente (temp. ambiente; radiagdo
Adsorventes dﬁ carregado < exposicdo solar)
fornecidos  Adsorcao . fepe
antocianinas hofthzado Temp. elevada — Adsorvente
+ (50 °C; escuro) temp. elevada
Liofilizagdo
CIELAB CIELAB CIELAB

8 SEMANAS

Fig. 47 — Esquematizacdo da metodologia aplicada na determinago da cor das matrizes em estudo
(CIELAB).
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3.3. Analise de cor das matrizes solidas

As matrizes s6lidas em estudo foram analisadas por colorimetria CIELAB. Para o
efeito, foram dispostas sobre laminas de vidro e ligeiramente prensadas com lamelas, a
fim de criar uma area de superficie plana e suficientemente ampla para a leitura
colorimétrica.

A analise colorimétrica foi realizada com recurso a um colorimetro CR-300 da
Konica Minolta que mediu os parametros colorimétricos L*, a* e b* (também
denominadas de coordenadas CIELAB ) de todas as matrizes sélidas.

Os resultados foram analisados, tal como obtidos, e discutidos por comparacédo
directa de parametros L*a*b* entre as amostras (matrizes solidas carregadas com

antocianinas ap6s submetidas a condi¢des extremas) e os padrdes.
3.4. Resultados e discussao

Com a crescente preocupac¢do da ingestdo de corantes artificiais, e consequente
legislacdo e actividades regulatérias, o expectavel é que a sua substituicdo seja cada vez
mais frequente, nos tempos mais proximos. De entre 0s corantes naturais substitutos dos
corantes artificiais, as antocianinas representam um dos componentes de preferéncia: a
mesma molécula tem a capacidade de atribuir diferentes tonalidades de cor - resultado
das diversas formas que pode assumir - caracteristica importante para que o produto
final apresente a cor pretendida [56].

Contudo, quando comparados aos corantes artificiais, as antocianinas sdo
extremamente sensiveis a condi¢cdes quimicas e ambientais. Dai que o desenvolvimento
de produtos que contenham extratos naturais de antocianinas represente um verdadeiro
desafio [56].

As alteracbes de cor permitem monitorizar a evolucdo de pigmentos e de
antocianinas; para isso é fundamental efectuar medi¢des precisas dos parametros de cor
[57].

A estabilidade das antocianinas, mais precisamente a estabilidade da cor conferida
pelas mesmas, particularmente quando submetidas a diferentes condicdes de
armazenamento, € tematica de estudo de diversos laboratérios. Mas a comparacao dos
resultados obtidos entre eles & uma tarefa dificil, ndo s6 pela propria complexidade do
tema, mas também pelas inGmeras formas como os resultados podem ser apresentados:

que variam desde percentagem de antocianinas restante/perdida, a valores de UV-vis,
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passando por apresentacdo de valores CIELAB ou até comparacdes fotograficas de
amostras [56].

Actualmente, de entre 0os métodos disponiveis para a medicdo da cor de
superficies de frutos e flores, a escala de cor CIELAB é o método colorimétrico mais
utilizado em diversas industrias para avaliacdo da qualidade da cor [58,59]. Este método
é vantajoso na medida em que, por ser uma escala padrdo, permite a comparagdo
objectiva e directa de cores [58-60].

A aplicacdo de sistemas colorimétricos, tal como o CIELAB, esta descrita como
uma mais-valia na quantificacdo e caracterizacdo de propriedades de cor, ndo s6 de
pigmentos (em flores e bagas), como também de bens alimentares, entre outros [59,61].

Para além dos motivos ja referidos, e tal como descrito por West et al. [56], o
método colorimétrico CIELAB foi o selecionado como o mais adequado para o estudo
da estabilidade da cor conferida pelas antocianinas, em diferentes condigbes de
armazenamento, ao longo do tempo.

Para que a interpretacdo dos resultados seja a mais correcta, ¢ fundamental um

breve enquadramento e elucidacdo acerca do método e do seu fundamento.

CIELAB — Enquadramento e elucidacdo do fundamento do método

De acordo com a CIE (Comission Internacionale de L’Eclairage) — organizagao
cujo trabalho se baseia no uso da luz e cor — 0 olho humano possui trés receptores de
cor, vermelho, verde e azul, respectivamente, sendo as restantes cores o resultado da
combinacdo destas trés [56,57].

Adicionalmente, para que haja percepcdo da cor é fundamental que haja luz —
energia electromagnética perceptivel ao olho humano, correspondente a faixa do
espectro electromagnético com comprimentos de onda entre 360-700 nm [60].

Para além destes dois factos, a cor dos objectos é influenciada pela presenca de
agregados poliméricos/moleculares especificos, naturais ou sintéticos, conhecidos como
pigmentos ou corantes [12].

Uma vez que a cor ndo é uma caracteristica inerente dos objectos mas antes uma
percepcdo subjectiva condicionada a existéncia da luz e da percepcdo pelo olho, €
necessario recorrer a um sistema que proceda a uniformizacéao da cor [60].

A CIE desenvolveu e recomendou, em 1976, um método para medigdo cromatica

onde as cores podem ser descritas numericamente, numa escala de cor uniforme e
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I1. Parte Experimental, resultados, discusséao e conclusdes

objectiva que permite uma facil comparacdo entre os valores de cor. Neste método é
utilizado um dispositivo de medicéo, vulgarmente conhecido por colorimetro [56,58].

O colorimetro utilizado no presente trabalho (Fig.48) foi o CR-300 da Konica
Minolta, que é constituido por uma cabeca de medicdo e o respectivo processador de
dados DP-301, e consiste num colorimetro triestimulo pois mede trés parametros de cor,
através da quantificagdo da luz incidente e reflectida que ilumina a superficie da

amostra [62].

Fig. 48 — Colorimetro utilizado nos ensaios colorimétricos: colorimetro CR-300 da Konica Minolta.

O sistema CIELAB ou CIE L*a*b*, representado na Fig.49, consiste num espago
de cor tridimensional (trés eixos perpendiculares entre si) organizado num cubo, que

define a cor por meio de trés coordenadas/parametros [56,57,59,60].

Fig. 49 - Representacdo do espago de cor CIELAB e respectivos eixos. Adaptado de: [60]
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e L* - eixo vertical que define a luminosidade do objecto, que varia entre o
opaco/preto (L* = 0) e o transltcido/branco (L* = 100) [56,57,59,60];

e a* > eixo horizontal que define as cores complementares vermelho (a*
positivo) e verde (a* negativo). Os valores desta coordenada variam entre -
90 a +70 [56,57,59,60];

e b* > eixo horizontal que define as cores complementares amarelo (b*
positivo) e azul (b* negativo), com valores a variar entre -80 a +100.
[56,57,59,60];

As coordenadas L*a*b* também podem ser referidas como valor, croma e matiz,
respectivamente. O valor (L*) determina a luminosidade de uma cor, ou, por outro lado,
a quantidade de cinza que esta contém; o croma (a*) determina o grau de saturacdo de
uma cor; a matiz (b*) diz respeito a caracteristica que permite o observador distinguir
uma determinada cor dentro de diferentes familias de cor [60].

Para que seja possivel determinar uma cor especifica, e perceber a influéncia de
cada um dos parametros de cor na mesma, € fundamental analisar todas as coordenadas

individualmente. Assim temos que [60] :

e a* >0 - avermelhados;

e a* <0 - esverdeados;

e a*=( > cores neutras (cinzas e brancos);

e b*>0 - amarelados;

e b* <0 - azulados;

e b* = zero - cores neutras (cinzas e brancos);
e L*=100 -> transltcido/branco;

e L* =0 -> opaco/preto.

A partir dos pardmetros L*, a* e b* obtidos directamente da medigdo
colorimétrica, é possivel calcular a variacdo (A) destes mesmos parametros: AL*, Aa* e

Ab*, respectivamente, conforme as equacdes 4, 5 e 6 [58]:
AL* = Lf* — Li* (equacdo 4)

Aa* = af” — ai” (equacdo 5)
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Ab* = bf* — bi*
(equacdo 6)

Estes valores podem ser utilizados para controlo de qualidade ou melhoramento

de férmulas, uma vez que indicam o quao a amostra difere do padréo [58,60]:

e AL* >0 - amostra mais clara que o padréo;

e AL* <0 - amostra mais escura do que o padrao;

e Aa* >0 -> amostra mais avermelhada do que o padréo;
e Aa* <0 -> amostra mais esverdeada do que o padrao;
e Ab* >0 -> amostra mais amarelada do que o padrao;

e Ab* <0 - amostra mais azulada do que o padréo.

E de notar que para cada um dos valores pode ser estipulado um valor de
tolerancia. Isto significa que, se os valores de varia¢do se encontrarem fora da tolerancia
estipulada, entdo existe muita diferenca entre as amostras em estudo e o padrao [58].

Adicionalmente, é possivel calcular a diferenca total de cor existente entre a
amostra e o padrdo. Este valor Unico - AE* - é calculado através da equacgao 7, e tem em

consideracéo as variagdes de L*, a* e b* ( nomeadamente AL*, Aa* e Ab*) [58].

AE* = VAL*?2 + Aa*? + Ab*2 (equagdo 7)

Tal como para os pardmetros AL*, Aa* e Ab*, também é determinado um limite
de tolerancia para o parametro AE*; estd proposto um limite de AE* < 3,7. Isto é 0
mesmo que afirmar que, se este parametro for inferior a 3,7, entdo a diferenga total de
cor (entre a amostra e o padrdo) € visualmente imperceptivel. Este critério expressa o
limiar de percepcao visual e € utilizado por varios autores [60].

Apesar do valor expresso pela AE* quantificar a diferenca total de cor entre a
amostra e o padréo, ndo qualifica a diferenca de cor; isto €, ndo é possivel, apenas por
este valor, determinar em que direccdo a variacdo de cor se verificou (se ao nivel do
eixo de luminosidade, se no eixo vermelho/verde, ou se no eixo amarelo/azul). [60]

Outra limitacdo deste parametro € o facto de, no caso deste parametro se encontrar
fora do limite de tolerancia, ndo ser possivel identificar qual dos parametros (AL*, Aa*
e/ou Ab*) estdo fora de tolerancia. O inverso também pode acontecer: AE* estar dentro
do limite de tolerancia e algum/ou varios dos parametros estarem fora de tolerancia, mas

ndo da informacéo de qual/quais [58].
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Os valores numéricos de todos os parametros L*a*b* recolhidos por colorimetria
CIELAB, para todas as amostras, constam na Tabela A5 (ver anexos), bem como o
parametro AE* (calculado a partir dos parametros L*a*b* segundo a equacao 7).

Para além dos valores numéricos, os resultados obtidos por CIELAB podem ser
apresentados de outra forma — swacthes de cor — que sdo nada menos do que a traducao
visual dos parametros L*a*b, por utilizagdo de softwares de analise de imagem (por
exemplo, Adobe Photoshop) [60].

No presente trabalho, como procedido por West et al. [56], foi utilizado o
software Adobe Photoshop CC 2015 (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, USA), para
converter todos os valores L*a*b* obtidos para swacthes de cor, conforme

exemplificado na Fig.50.
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Fig. 50 - Exemplificacdo do processo de criagdo de swatches de cor por conversdo das coordenadas
CIELAB em adobe photosop CC 2015.

Todos os resultados obtidos estdo representados na Fig.51, devidamente
identificados.
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Fig. 51- Swatches de cor obtidos para todas as amostras, durante o estudo colorimétrico.

Interpretacdo dos resultados obtidos por CIELAB para avaliacio da variacdo da

cor das antocianinas

Apesar de todos os parametros L*a*b* terem influéncia directa na cor observada,
a discussdo dos resultados do presente trabalho basear-se-a, maioritariamente, no
parametro a* ja que, normalmente, é este o parametro utilizado para analisar e
interpretar a variacdo de cor das antocianinas [57].

A fim de facilitar o entendimento e seguimento do tema, a discussdo dos
resultados foi seccionada.

Primeiro serdo discutidos os resultados colorimétricos obtidos para os adsorventes
apos serem submetidos ao processo de adsorg¢ao (designados por adsorventes carregados
AC), que serdo comparados com os adsorventes tal como foram fornecidos (AF). Este
primeiro estudo, no fundo, pode ser considerado uma espécie de validacdo do método
para aplicacdo aos estudos de estabilizagdo de antocianinas imobilizadas em matrizes
solidas.

Em segundo lugar serd avaliado a estabilidade de antocianinas adsorvidas em
matrizes solidas expostas a condigbes de extremas de degradacdo. No estudo da
estabilidade de antocianinas adsorvidas a matrizes solidas e expostas a radiagdo solar
por 8 semanas (denominados adsorventes carregados irradiados-ACIl) comparou-se 0s
dados obtidos para os ACI e os dados obtidos para os AC. No estudo da estabilidade de

antocianinas adsorvidas a matrizes sélidas e expostas temperaturas elevadas por 8
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semanas (denominados adsorventes carregados sujeitos a temperaturas elevadas-ACT)

sdo comparados os dados dos ACT em relacgdo aos AC.

3.4.1. Analise colorimétrica - Adsorventes fornecidos (AF)  vs.

Adsorventes carregados (AC)

Os resultados obtidos para os AF e para os AC foram analisados e discutidos
abaixo.

Os valores de a* AC foram todos positivos, variando entre 3,58 e 28,79; em
contraposi¢do, 0os AF apresentaram valores negativos e positivos que variaram entre -
2,58 e 1,84. Ao comparar os valores dos AC em relacdo aos AF, verificou-se que o
parametro a* de todos 0s AC aumentou, o que significa que o contetdo de vermelho das
amostras aumentou em relacdo aos AF.

Esta evidéncia € confirmada pela analise da variacdo deste parametro (Aa*) (ver
anexo, Tabela A5): todos os AC apresentaram uma variacdo positiva (Aa* > 0)
confirmando que sdo ‘’mais vermelhos’” do que os AF. Este resultado esta dentro do
esperado pois é um indicativo da presenca das antocianinas imobilizadas na estrutura
dos AC; simultaneamente, este dado é mais uma evidéncia que confirma que as
antocianinas foram imobilizadas com sucesso na estrutura das matrizes sélidas.

Os valores de b*, nos AC variaram entre -5,01 e 14,14, enquanto nos AF variaram
entre 0,28 e 14,47. Apesar de nos AF todos os valores se apresentarem positivos,
revelando um maior contelido de amarelo, nos AC foi verificado valores negativos,
nomeadamente no caso do adsorvente talco, indicando que este adsorvente é mais
azulado.

Independentemente dos valores de b* serem positivos ou negativos, verificou-se
duas tendéncias: no caso dos adsorventes NaSDN3, SapCa-2, resina Lewatit e talco, foi
constatado uma diminuicdo dos valores de b* significando que tém o contetdo de azul
aumentado em relacdo aos AF; ja na argila SWy-2 verificou-se um aumento dos valores
de b* para o dobro, passando de 7,72 (AF) para 13,08 (AC-faia) e para 14,14 (AC-
amora), 0 que significa que se tornaram mais amareladas em relagdo aos AF.

Quanto ao primeiro caso (NaSDNj3;, SapCa-2, Lewatit e talco), os resultados estdo
dentro do esperado pois 0 azul é uma das cores caracteristicas aquando da presenca de

antocianinas.
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No que respeita a argila SWy-2, também é um resulado valido pois a cor amarela
é uma das cores atribuidas pelas antocianinas quando se encontram na forma estrutural
de chalcona (correspondente a pH=6). Isto pode indicar que a argila SWy-2 pode
induzir a alteracGes estruturais numa parte das antocianinas presentes. Foi ainda
verificada uma outra tendéncia nesta argila: nos AC com antocianinas de uveira dos
Acores imobilizadas, os valores de b* mantiveram-se contantes em relacdo ao AF (7,62
para 0 AF e 8,34 para 0 AC-Uv. Acores).

Se tivermos em consideracdo o raciocinio anterior de que a argila SWy-2 pode
estar a induzir alteragdes estruturais nas antocianinas, e tendo em conta que os valores
se mantiveram constantes (e consequentemente o conteudo de amarelo), o que pode
estar a acontecer é que as antocianinas da uveira dos Acgores tém a capacidade de manter
a sua estrutura integra; isto é possivel através de co-pigmentacdo entre os diferentes
tipos de antocianinas presentes na uveira dos Acgores, como ja referido anteriormente. O
fendbmeno de co-pigmentacdo pode ndo ser verificado nos AC com faia e nos AC com
amora pois apresentam menos diferenciacdo no que respeita as estruturas de
antocianinas presentes, o que torna as antocianinas destas fontes naturais mais
susceptiveis a alteragdes induzidas pelo meio.

Por analise da variacdo do paramentro b* (Ab*), foi verificado que: a variacdo de
b* é negativa (Ab* < 0) para os adsorventes NaSDN3, SapCa-2, Lewatit e talco, em
contraposi¢cdo ao adsorvente SWy-2 cuja variacao de b* é positiva ( Ab* > 0). Isto é 0
mesmo que dizer que os AC ficaram mais azulados do que os AC, a excepcdo da SWy-2
que ficou mais amarelada em relacdo ao AF. Ambos os resultados estdo dentro do
esperado j& que a imobilizacdo de antocianinas na estrutura dos adsorventes resulta na
atribuicdo de coloragdo caracteristica das antocianinas aos adsorventes.

Os valores de L* foram positivos para todas as amostras, com valor maximo de
76,80 e valor minimo de 40,71, sendo o valor médio de 57,34. A interpretacdo deste
parametro resultou na conclusdo de que todas os AC sdo escuros, ja que os valores
obtidos se encontram mais préximos de 100 do que de 0. Ao comparar os valores de L*
dos AF e dos AC, foi verificado que nos AC o pardmetro L* foi menor,
comparativamente aos AF.

Por analise da variagdo do parametro L* (AL*), que se revelou negativa (AL* <
0), concluiu-se gque todos os AC ficaram mais escuros do que os respectivos AF. Este

resultado estd de acordo com o observado e com o0 esperado, ja que o conteldo
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molecular dos AF aumenta por adicdo de antocianinas a sua estrutura o que 0s
tornamais escuros.

Nos swatches de cor, representados na Fig.52, é possivel verificar as diferencas de
cor interpretadas por analise dos parametros CIELAB, nomeadamente o aumento da cor
vermelha nos AC, bem como o escurecimento dos AC em relacdo aos AF.

E importante referir que a resina Lewatit revelou-se um caso especifico e, por

isso, serd discutido mais a frente individualmente.

FAIA AMORA  UVEIRAAC.
LEWATIT X .
\ J
Y

POS-ADSORCAO

Fig. 52 - Swatches de cor resultantes da analise CIELAB. Comparagdo entre resultados obtidos para os

adsorventes originais e os adsorventes imediatamente ap6s adsorgao de antocianinas.

Para além dos parametros ja analisados - L*, a*, b*, AL*, Aa* e Ab* - é ainda
possivel calcular um outro parametro — AE* - que traduz a diferenca total de cor entre o
AF e a AC, sendo que se este parametro for inferior a 3,7 (AE* < 3,7) a diferenca de cor
é visualmente imperceptivel e, portanto, negligenciavel [58,60].

Analisando este parametro, para todos os AC, foi constatado que os valores
variaram entre 16,02 e 48,07 (16,02 < AE* < 48,07). Ora, ndo sendo nenhum dos

valores inferior a 3,7, é concluido que todos os AC apresentaram diferengas
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significativas de cor, comparativamente aos respectivos AF, o que esta de acordo com o
observado durante o trabalho.

Conforme ja mencionado, a técnica colorimetrica CIELAB é vantajosa para fins
de comparacédo de cor entre objectos diferentes, uma vez que uniformiza a cor de forma
a ser interpretada mundialmente [59,60].

Nas condi¢des de trabalho do presente estudo, e tal como exemplificado na
Fig.53, o registo fotografico das diferencas de cor mostrou ser igualmente eficiente;
quando comparamos as cores dos sélidos em A (fotografia dos AF) e em B (swatches de
cor obtidos por conversdo dos valores de L*a*b*) verificamos que sdo idénticas, ou,

pelo menos, visualmente imperceptiveis.

B NaSDN,; SapCa-2 SWy-2 LEWATIT  TALCO

Fig. 53 — Comparacdo da cor real dos AF e swatch de cor obtido por CIELAB. A- fotografia; B-
CIELAB.

No caso especifico da resina Lewatit, a analise e discussdo dos resultados obtidos
baseou-se nas evidéncias visuais e nas evidéncias fotograficas recolhidas aquando dos
ensaios. Esta decisdo estd relacionada com as limitagdes implicitas a utilizacdo do
método colorimétrico CIELAB para este adsorvente, relacionadas com a estrutura
esférica da Lewatit que dificulta a leitura colorimétrica e obtencdo de um resultado
fidedigno.

Por comparagdo da cor da Lewatit fornecida com a cor da Lewatit carregada,
verificamos que passou de branca/opaca (tal como descrito pelo fornecedor [44]) para

roxa/avermelhada. O mesmo foi verificado para todas as Lewatit carregadas, tal como é
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possivel observar na Fig.54; isto indica que, de facto, se encontram antocianinas

imobilizadas neste adsorvente.

Fig. 54 - Comparagcéo de cor entre Lewatits: A- fornecida; B- carregada com faia; C- carregada com
amora; D- carregada com uveira Agores.

3.4.2. Avaliagcdo da estabilidade de antocianinas adsorvidas e

submetidas a condi¢cOes de degradacédo — analise colorimétrica

3.4.2.1. Adsorventes carregados (AC) vs. Adsorventes carregados e

expostos aradiacéo/irradiados (ACI)

A andlise e discussao dos resultados neste estudo foi feita por comparacao directa
entre a cor dos ACI e a cor dos AC.

No que respeita aos valores de a* obtidos para os ACI, verificou-se que variaram
entre um minimo de 5,27 e um maximo de 35,92; o facto de todos estes valores serem
positivos indica que os ACI sdo avermelhadas, concluindo-se que, mesmo apds serem
expostas a radiagdo solar por 8 semanas, mantém alguma da coloracdo inicial (do AC).
Contudo, ndo é possivel estabelecer uma tendéncia, no que se refere ao comportamento
das antocianinas face a radiacdo incidente, pois foram verificadas diversas situagdes
particulares que serdo discutidas individualmente.

No caso da argila NaSDN3; carregada com antocianinas de faia (NaSDNs/faia), o
valor de a* (15,38) € ligeiramente superior ao respectivo AC (14,47). A mesma situacdo
foi verificada no talco carregado com antocianina de amora (talco/amora) que

apresentou um valor idéntico em relacdo ao AC (17,6 em contraposi¢édo aos 17,3).
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Ja no caso da SapCa-2 carregada com antocianina de faia (SapCa-2/faia) foi
verificado o inverso da situacdo anterior, isto €, apresentou um contetdo de vermelho
ligeiramente inferior ao respectivo AC (28,1 e 28,79, respectivamente). O mesmo foi
verificado no talco carregado com antocianina de uveira dos Acores (talco/uveira) que
apresentou um contetido de vermelho de 13,81 em relacdo ao AC cujo contetdo era de
14,05.

Nos ACI acima analisados, e pelas diferencas serem minimas, o contetdo de
vermelho foi considerado constante ao fim das 8 semanas de exposicéo a radiacdo solar;
isto signidica que as antocianinas imobilizadas nestas matrizes sdo estabilizadas nas
condicdes experimentais em questdo. Por outras palavras, as referidas matrizes sao
adequadas para a estabilizacdo de antocianinas expostas a radiacéo solar, sendo capazes
de manter a coloracdo vermelha inicial.

Esta evidéncia foi confirmada pela analise do parametro AE* que quantifica a
diferenca total de cor entre os ACI e os AC. No casos da SapCa-2/faia e do talco/amora,
por apresentarem valores AE* < 3,7 (2,06 e 1,67, respectivamente), foi concluido que as
diferencas de cor verificadas entre o ACI e 0 AC ndo sdo perceptiveis e, portanto, €
considerado que conservaram a cor inicial. A impercepcdo da alteracdo de cor é

confirmada por comparacao dos swatches de cor que se encontram na Fig.55.

FAIA AMORA  UVEIRAAG. FAIA AMORA  UVEIRAAC.

LEWATIT X

TALCO

POS-ADSORCAO POS-RADIACAO

Fig. 55 - Swatches de cor resultantes da analise CIELAB. Comparacao entre resultados obtidos para os
adsorventes carregados (iniciais) e os adsorventes carregados expostos a radiacdo solar durante 8

semanas.
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Ja no caso da NaSDN3/faia e do talco/uveira, apresentaram valores de AE* > 3,7
(10,49 e 4,84, respectivamente), o que significaria que a cor vermelha original ndo se
teria conservado. Contudo, apds analise minuciosa deste parametro, foi verificado que a
diferenca total de cor entre as amostras e o0 padrdo advém, exclusivamente, do
parametro AL*, pois tanto as diferencas de a* como de b* revelaram-se insignificantes.
Os valores de AL* foram de -10,36 para a NaSDN3/faia — indicando que o ACI tornou-
se mais escuro do que o AC - e de 4,26 para o talco/uveira — o ACI ficou mais claro do
que o AC — ambas as situacOes observaveis na Fig.55.

Uma vez que o parametro de interesse no presente estudo é, maioritariamente, 0
contetdo de vermelho (a*) também foi considerado que estes adsorventes sdo capazes
de estabilizar as antocianinas quando imobilizadas nas suas estruturas.

Neste ponto de situacdo, temos que NaSDNs/faia, SapCa-2/faia, talco/amora e
talco/uveira sdo capazes de manter as antocianinas estaveis, por 8 semanas, mesmo
quando expostos a radiacdo solar e, consequentemente, manter a cor avermelhada
conferida pelas antocianinas aquando do processo de adsorc¢éo.

A argila SWy-2 revelou um comportamento particular: ao analisar o parametro de
a* foi verificado que, para todas as fontes de antocianinas (SWy-2/faia, SWy-2/amora e
SWy-2/uveira dos Acores), o conteudo de vermelho aumenta significativamente

comparativamente aos respectivos AC, como é possivel constatar na tabela 14.

Tabela 14 — Pardmetros de a* e AE* obtidos para a argila SWy-2.

SWy-2 a* AC a* ACI AE*

Faia 23,22 33,69 14,99
Amora 24,02 27,5 4,06
Uveira dos Agores 20,38 35,95 21,02

Esta evidancia foi confirmada através da analise da variagdo de conteldo de
vermelho (Aa*) na argila SWy-2. Na SWy-2/faia, na SWy-2/amora e na SWy-2/uveira,
a Aa* foi de: 10,47, 3,48 e 15,54, respectivamente; uma vez que todos os valores sdo
positivos (Aa* > 0) foi confirmado que as amostras tornaram-se mais vermelhas do que
0s AC, apds as 8 semanas de exposicdo solar. Os dados observados na argila SWy-2

poderdo indicar que a argila podera induzir a alteracdes estruturais nas antocianinas que
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assumem a sua conformacdo mais estavel — catido flavilium — caracterizado pela
coloracgao vermelha.

As diferencas totais de cor (AE*) entre 0os ACI e os AC, também foram analisadas.
No que respeita a SWy-2, verificamos que os valores para SWy-2/faia, SWy-2/amora e
para a SWy-2/uveira foram de 14,99, 4,06 e 21,02, respectivamente, que por serem
todos superiores a 3,7, indicam que a diferenca total de cor em todas as amostras é
visualmente perceptivel; tendo em conta que é da Aa* que origina a maior contribuicao
para este valor, é de esperar que 0s ACI se apresentem mais vermelhos do que os AC.
De facto, tendo em atencéo os swatches de cor apresentados na Fig.55, verificamos que
na SWy-2, em todas as fontes de antocianinas, as amostras se encontram mais
vermelhas do que os respectivos padroes.

De acordo com comportamento descrito para a SWYy-2, concluimos que este
adsorvente, ndo € indicado para estabilizar antocianinas imobilizadas e expostas a
condicOes de radiagdo incidente. Todavia parece ter a capacidade de induzir alteracdes
estruturais nas antocianinas aumentando o conteddo vermelho; apesar de serem
necessarios mais estudos que comprovem este dado, esta caracteristica torna esta argila
interessante.

Também na SapCa-2/amora e na SapCa-2/uveira foi verificado um aumento do
contetdo de vermelho (passando de 24,2 e de 21,4 nos AC para 28,1 e para 23,74 nos
ACI respectivamente). Este comportamento também poderd indicar que esta argila
induz a alteracgdes estruturais nas antocianinas que assumem a conformagao mais estavel
do catido flavilium. Entdo também ndo pode ser considerado estabilizador de
antocianinas expostas a radiagao.

Nos ACI talco/faia, NaSDN3s/amora e NaSDNs/uveira: o contetdo de vermelho
diminuiu (por comparacdo do parametro a* obtido para os ACI e AC, e confirmado pela
analise da variagdo deste parametro (Aa*) cujos resultados foram todos negativos (Aa*
< 0)). Isto significa que os ACI ficaram mais esverdeadas do que os respectivos AC ou,
por outras palavras, perderam conteldo vermelho. Isto pode indicar degradacdo das
antocianinas imobilizadas, tornando os adsorventes improprios para utilizacdo na
estabilizacdo de antocianinas. Também o parametro AE* confirma a diferenca de cor
entre 0s ACI e os AC - talco/faia = 5,91, NaSDNs/amora = 6,04 e NaSDNj3/faia= 11,89
— j& que todos os valores sdo superiores a 3,7. Concluimos que ndo sdo adequados para
estabilizacdo de antocianinas em condicdes de exposicao solar pois ndo sdo capazes de

manter a coloracdo vermelha.

130 Nuria Fernandes (2017)



I1. Parte Experimental, resultados, discussdo e conclusdes

O Talco/faia foi o ACI que apresentou uma maior diferenca de cor com uma
descoloracédo bastante evidente, comparativamente aos ACI Talco/amora e Talco/uveira
(Fig.56).

Fig. 56 - Comparacdo de cor entre 0 ACI Talco: A- faia; B- amora; C- uveira.

Para concluir, procedeu-se a analise da resina Lewatit que se baseou nas
evidéncias fotograficas como ja anteriormente referido.

O ACI Lewatit ndo manteve a coloragcdo, comparativamente ao AC Lewatit;
houve perda de intensidade, tal como mostra a Fig.57. Isto pode se dever a dois
fendmenos distintos: por um lado a degradacéo total das antocianinas acompanhada pela
perda de cor, ou, por outro lado, a alteracdo da estrutura das antocianinas (passando de

catido flavilium (vermelho) a pseudobase carbinol (estrutura incolor)).

Fig. 57 - Comparacdo de cor da Lewatit: A- AC lewatit/faia; B- ACI lewatit/faia; C- AC lewatit/amora;
D- ACI lewatit/amora; E- AC lewatit/uveira; F- ACI lewatit/uveira.
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Ainda no que concerne ao ACI Lewatit, foram verificadas diferencas dependentes
da fonte de antocianina: no ACI Lewatit/faia houve uma perda de cor mais acentuada,
seguindo-se o ACI Lewatit/amora e por fim o ACI Lewatit/uveira cuja diferenca era
quase imperceptivel (Fig.57); o ACI Lewatit/faia foi, inclusivamente, o primeira no qual
se verificou descoloracdo. Isto pode ser justificado pela conteddo de antocianinas
adsorvidas (relacionado com a mistura de antocianinas presente no extrato — cianidinas
na faia e amora e mistura de antocianinas na uveira).

Conclui-se que a resina Lewatit ndo pode ser utilizada enquanto estabilizador de
antocianinas (e da cor conferida pelas mesmas) expostas a condi¢cBes de exposicdo a

radiacédo solar.

3.4.2.2. Adsorventes carregados (AC) vs. Adsorventes carregados e

expostos aradiacao/irradiados (ACI)

Ao fim das 8 semanas de estudo, a diferenca de cor entre os ACI e os ACT foi
notoria: o lote dos ACT apresentou uma cor mais semelhante aos AC do que o lote dos
ACI. Estes resultados serdo discutidos e justificados mais em pormenor.

Apo6s a analise dos valores numéricos do parametro a* obtidos para os ACT,
foram verificados trés comportamentos distinto: perda, ganho e manutencdo do
contetdo de vermelho.

No entanto, foram destacadas duas situacdes em concreto, nomeadamente 0s
adsorventes talco e SWy-2 uma vez que ambos mostraram 0 mesmo comportamento
para todas as fontes de antocianinas.

No que respeita ao talco, foi verificado que o conteldo de vermelho aumentou nos
ACT, comparativamente aos AC (15,38 vs. 15,67 na faia; 17,3 vs. 18,76 na amora e
14,5 vs. 15,79 para a uveira, respectivamente). Os parametros de varia¢do de conteudo
vermelho (Aa*) indicam o mesmo: todos os valores se revelaram superiores a 0, como
consta na Tabela A5 (ver anexo), indicando que os ACT ficaram mais vermelhos
comparativamente aos AC. Os valores de AE* foram analisados e revelaram-se todos
inferiores a 3,7, tal como é possivel verificar na tabela 15; isto significa que a diferenca

total de cor entre 0s ACT e os AC é visualmente impercetivel.
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Tabela 15 - Parametros colorimétricos obtidos para o adsorvente Talco.

Talco a* AC a* ACT Aa* AE*

Faia 15,38 15,67 0,29 1,76
Amora 17,3 18,76 1,46 1,89
Uveira dos Agores 14,5 15,79 1,29 2,91

Por visualizagdo e comparagdo de todos os swacthes de cor (Fig.58) obtidos para
o talco, verificou-se que, de facto, a diferenga de cor entre 0 ACT e o AC ndo é
visualmente perceptivel. Foi, entdo, foi concluido que o talco, nestas condicdes
experimentais, e independentemente da fonte natural de antocianinas, tem a capacidade

de estabilizar antocianinas e manter a coloragdo, em condic¢des de temperatura elevada.

FAIA AMORA  UVEIRAAGC. FAIA AMORA  UVEIRAAG.
v X .
\ J
Y

POS-ADSORCAO POS-TEMPERATURA ELEVADA

Fig. 58 - Swatches de cor resultantes da analise CIELAB. Comparagdo entre resultados obtidos para os
AC e para 0s ACT.

Em relacdo ao adsorvente SWYy-2, por analise do parametro a* dos ACT
verificou-se um aumento do conteido de vermelho; todos os valores de variacdo de
contetdo de vermelho (Aa*) dos ACT, em relacdo aos respetivos AC, foram positivos
(7,99 para a faia, 7,09 para a amora e 13,6 na uveira dos Acores) indicando que ficaram

mais vermelhos do que os AC. O aumento da coloragdo vermelha influencia
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directamente a diferenca total de cor entre os ACT e 0s AC; os valores de AE* sdo todos
superiores a 3,7 (14,57 na faia, 13,60 na amora e 18,79 na uveira, respectivamente) o
que confirma que a diferenca total de cor € significativa.

Como ja referido no estudo de estabilizacdo a radiacdo, estes dados poderdo
indicar que a argila SWy-2 induz alteragdes estruturais nas antocianinas imobilizadas,
fazendo com que assumam a conformacdo mais estavel do ido flavilium que se
caracteriza pela coloracdo vermelha que atribui. Conclui-se que esta argila ndo pode ser
utilizada enquanto estabilizador das antocianinas a condi¢Bes de temperaturas elevadas;
no entanto, o comportamento das antocianinas quando imobilizadas neste adsorvente
pode ser interessante em situacdes cuja coloracdo vermelha seja a pretendida e néo seja
possivel manipular o pH (para obter o catido flavilium).

Os restantes adsorventes apresentaram comportamentos oscilantes.

Nos casos da NaSDNj3/faia, SapCa-2/faia e NaSDNs/uveira, foi verificada a perda
de contetdo vermelho - respectivos valores de a* de 12,81, 25,06 e 14,25 — em
comparagao aos respectivos AC — com valores de a* de 14,47, 28,79 e 16,9. A variacao
de contetido de vermelho (Aa*) confirmou a perda de conteudo de vermelho — todos os
valores foram negativos (-1,66, -3,73 e -2,65, respectivamente) indicando que os ACT
ficaram mais esverdeados do que os AC, por perda de coloracdo vermelha. Estas
evidéncias indicam que estes adsorventes ndo sdo capazes de estabilizar antocianinas
em condi¢cOes de temperatura elevada, o que se traduz numa alteracdo acentuada de cor
entre 0s ACT e os AC, situacdo confirmada pelos valores de AE* > 3,7 (Tabela A5 ver
anexos).

Nos ACT NaSDNs/amora, SapCa-2/amora e SapCa-2/uveira foi verificado um
aumento do conteudo de vermelho (a*) em relacdo aos respectivos AC - passaram de
12,46 para 15,59, de 24,2 para 28,7 e de 21,4 para 26,76, respectivamente — sendo este
comportamento confirmado pelos valores de Aa* (3,13; 4,5 e 3,36) que por serem todos
positivos (Aa* > 0) indicam que os ACT ficaram mais vermelhos do que os AC. A
diferenca total de cor entre os ACT e os AC foi considerada significativa: os valores de
(AE*) foram superiores a 3,7 (14,63; 9,93 e 4,37, respectivamente). As evidéncias — tal
como discutido anteriormente para a argila SWy-2 — indicam que os adsorventes, em
condi¢bes de temperatura elevada, podem induzir a alteragBes estruturais nas
antocianinas imobilizadas que adquirem a conformacdo do catido flavilium (forma

vermelha da antocianina).
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I1. Parte Experimental, resultados, discusséo e conclusdes

Concluiu-se que estes adsorventes ndo sdo adequados para estabilizar antocianinas
em condicOes de temperatura elevada pois, apesar de ndo ter havido perda de conteudo
vermelho, ndo tém capacidade de manter a cor estavel. Tal como para a argila SWy-2, a
utilizacdo destes adsorventes pode ser interessante em situagdes em que, na
impossibilidade de alterar o pH, o catido flavilium seja a forma estrutural de interesse.

Quanto ao adsorvente Lewatit, a discussdo dos resultado para este adsorvente foi
baseada nas evidéncias fotograficas recolhidas ao longo do estudo (pelas limitacdes de
aplicagdo do CIELAB, ja referidas, relacionadas com a estrutura da resina).

Por comparacdo dos ACT Lewatit com os AC Lewatit (Fig. 59) foi possivel
verificar que, mesmo apos exposicao a temperaturas elevadas por 8 semanas, a cor dos
AC (Fig.59 Al, A2 e A3) foi mantida nos ACT (Fig.59 B1, B2 e B3).

Fig. 59 - Comparacdo entre a cor da Lewatit: A1l — AC Lewatit/; B1- ACT Lewatit/faia; A2 — AC
Lewatit/amora; B2 — ACT Lewatit/amora; A3 — AC Lewatit/uveira; B3 — ACT Lewatit/uveira.

As evidéncias acima descritas indicam que a Lewatit podera ter capacidade de
estabilizar antocianinas expostas a condi¢fes de temperatura elevadas; contudo, pela por
se tratarem de evidéncias fotograficas e pela falta de dados cientificos, ndo é correcto
concluir sobre o potencial da Lewatit enquanto estabilizador de antocianinas nas

condicdes descritas.

Fig. 60 - Comparagdo de cor entre Lewatit: A1 — ACI Lewatit/faia; BL — ACT Lewatit/faia; A2 —
ACI Lewatit/amora; B2 — ACT Lewatit/amora; A3 — ACI Lewatit/uveira; B3 — ACT Lewatit/uveira
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Adicionalmente - por comparacdo entre os ACI Lewatit (Fig.60, A1, A2 e A3) e
0s ACT Lewatit (Fig.60 B1, B2 e B3) — foi imediata a percepgdo de que os ACT
Lewatit apresentaram um melhor desempenho enquanto estabilizadores de antocianinas
(traduzido pela coloracdo mais intensa que os ACT Lewatit apresentaram em relagédo
aos ACI Lewatit).

3.5. Conclusodes

Apos a realizacdo dos estudos de estabilidade de antocianinas imobilizadas em
matrizes sélidas, sdo varias as conclusdes tiradas.

As alteracOes de cor dos produtos constituem um indicador objectivo utilizado na
avaliacdo da qualidade. A medicdo precisa dos parametros de cor € fundamental e o
CIELAB constitui 0 método colorimetro mais vantajoso e utilizado em varias industrias
ja que é objectivo ao uniformizar a interpretacdo da cor pois traduz a cor por valores
numericos/parametros colorimétricos.

A andlise directa dos parametros colorimétricos (a*b*L*) € o método mais
objectivo para interpretar a cor mas podem ser traduzidos em swacthes de cor
permitindo a visualizac¢do da cor codificada.

Foi possivel validar a aplicagdo do método CIELAB na avaliagdo da cor das
matrizes sdlidas, em estudo, contendo antocianinas imobilizadas. Pela estrutura esférica,
a resina Lewatit ndo pode ser analisada por colorimetria CIELAB.

Quanto aos estudos de estabilizacdo das antocianinas imobilizadas expostas a
condicOes de degradacdo acelerada — exposicdo a radiacéo e a temperaturas elevadas —
apenas foi possivel tirar conclusdes acerca dos adsorventes Lewatit, talco e argila SWy-
2.

A resina Lewatit ndo apresenta potencial enquanto matriz estabilizadora,
contrariamente ao talco que revelou ser o adsorvente com mais potencial de ser
utilizado enquanto estabilizador de antocianinas expostas a radiacdo e a temperaturas
elevadas.

A argila SWy-2 revelou um comportamento interessante ja que, com antocianinas
imobilizadas na sua estrutura, quando é exposta a radiacdo e a temperaturas elevadas,
parece ter capacidade de induzir a alteragcbes estruturais nas antocianinas que,

possivelmente, adquirem a conformacao do catido flavilium. Concluiu-se que, apesar
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desta argila ndo poder ser utilizada enquanto estabilizador de antocianinas, podera ser
atil em situacdes que a estrutura da antocianina pretendida seja o catido flavilium mas
que o pH ndo possa ser manipulado.

Quanto a argila NaSDN3 e SapCa-2, ndo podem ser considerados potenciais
estabilizadores de antocianinas pois apresentaram comportamentos oscilantes e
dependentes, ndo s6 da condicdo de degradacdo (radiacdo incidente ou temperatura

elevada) mas também da fonte natural das antocianinas.

Em jeito de critica/perspetiva futura, por indisponibilidade da técnica ndo foram

efectuadas analises CIELAB:

e nos extratos de antocianina liofilizados - nem recém preparados nem apds
8 semanas nas 3 condicOes (protegidos, expostos a radiagdo e expostos a
temperaturas elevadas). Assim ndo foi possivel concluir sobre possiveis

alteracOes nas estruturas das antocianinas que constituem os extratos.

e nos adsorventes fornecidos — nem em condi¢des de exposicao a radiacgao,
nem em condi¢cdes de exposicdo a temperaturas elevadas. Assim, foi

partido do principio que a cor dos adsorventes seria estavel.

Para que fosse possivel tirar mais conclusfes, o ensaio teria de ser repetido com
realizacdo de medi¢cdes CIELAB em todas as condigfes acima descritas e em menores

periodos de tempo (possivelmente com 1 leitura por semana).
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l1l. Conclusdes







O objectivo do presente trabalho foi a estabilizacdo de antocianinas obtidas a
partir de fontes naturais por imobilizacdo em matrizes sélidas porosas e,
simultaneamente, aprofundar o conhecimento sobre o comportamento dos adsorventes
face ao processo de imobilizacdo. As antocianinas extraidas a partir de bagas de faia,
amoras e mirtilos foram imobilizadas em adsorventes orgéanicos e inorgéanicos (resina
sintética Lewatit, argilas - NaSDNj, SapCa-2, SWy-2 — e talco farmacéutico); os
complexos foram submetidos a condigbes de degradacdo acelerada (exposicdo a
radiacdo e temperatura elevada). A estabilidade da cor dos complexos foi monitorizada
pelo método colorimétrico CIELab.

Os resultados obtidos ao longo de todo o projecto estdo compilados na Tabela A6
dos anexos.

As antocianinas foram extraidas a partir das fontes naturais por extracgdo solido-
liquido (solugdo metandlica 80:20, 7% acido acético); por este metodo ndo ser selectivo
para 0s compostos de interesse, procedeu-se a purificacdo com acetato de etilo, que se
revelou ineficaz ja que conduziu a grandes perdas de antocianina. A repeticdo da
extraccdo de antocianinas, sem purificacdo, teria sido benéfica para o trabalho pois
conduziria a maiores quantidades de antocianinas disponiveis; ndo foi possivel a
repeticdo por escassez de material vegetal.

Com vista a maximizacdo do processo de adsor¢do, a adequacdo dos parametros
de trabalho foi fundamental. Concluiu-se que o pH deveria ter sido melhor ajustado pois
é em valores de pH mais baixos (1< pH< 2) que se verifica uma maior concentracdo de
catidao flavilium (forma da antocianina pretendida, que se caracteriza pela coloracdo
vermelha mais acentuada); este parametro foi limitado por uma das matrizes ser uma
resina sintética.

A gquantificacdo da antocianina adsorvida por espectrofotometria UV-Vis a 517nm
foi atil para o trabalho desenvolvido ja que as solugdes em estudo eram constituidas por
misturas complexas de antocianinas. A quantificacdo por LC-MS teria sido mais
vantajosa ja que permitiria uma determinacdo mais precisa do contetdo de antocianinas
e dos outros compostos presentes no extrato; adicionalmente iria permitir averiguar
possiveis competicdes entre antocianinas e outros compostos pelo adsorvente no
processo de adsorcao.

O estudo da capacidade de adsor¢do dos adsorventes e do seu comportamento ao
longo do processo de adsorcdo permitiu agrupar os adsorventes em materiais laminares

(argilas) e ndo-laminares (Lewatit e talco). Foi possivel concluir que a capacidade de
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adsorcdo dos adsorventes depende da natureza do préprio adsorvente e é directamente
proporcional a concentracdo da solucdo de extrato de antocianina e ao tempo de
contacto (até que seja atingido o equilibrio). Os materiais laminares atingem o equilibrio
de adsor¢do mais rapidamente comparativamente aos materiais ndo-laminares: as argilas
atingem o equilibrio em 20 minutos enquanto a Lewatit e o talco demoram 80 e 120
minutos, respectivamente.

A utilizagdo do XRD no presente trabalho teria sido vantajosa ja que iria permitir
tirar mais conclusdes acerca da localizacdo das antocianinas na estrutura dos
adsorventes (superficie interna, superficie externa ou ambas). Por avaria do
equipamento ndo foi possivel a utilizacdo da técnica.

Da avaliacdo da estabilidade das antocianinas adsorvidas por quantificacdo da
actividade antioxidante pelo método do DPPH, concluiu-se que o método néo foi eficaz
nas condigOes de trabalho pois as antocianinas estdo imobilizadas em estruturas sélidas
e, por isso, menos disponiveis para reagir com o DPPH.

Da avaliacdo da estabilidade das antocianinas adsorvidas por analise CIELAB, e
nas condi¢bes experimentais em questdo, apenas foi possivel concluir que a resina
Lewatit ndo estabiliza e que a argila SWy-2 pode ser atil em situagbes de
impossibilidade de manipulacédo do pH. O estudo da estabilidade da cor deveria ter sido
repetido para estudo mais pormenorizado; por indisponibilidade do colorimetro

CIELAB néo foi possivel.
Consideracoes finais:

A resina Lewatit revelou ser o adsorvente com maior capacidade de adsorcao de
antocianinas, atingindo o equilibrio passados 80 minutos de contacto, mas ndo apresenta

capacidade de estabilizar antocianinas imobilizadas na sua estrutura.

O talco, apesar de apresentar algum potencial de estabilizacdo de antocianinas
imobilizadas, foi o pior de todos os adsorventes pois para alem de ser dificil de

manipular (por ser hidrofébico) imobiliza baixas quantidades de antocianina.

As argilas revelaram ser os adsorventes mais adequados, pois para além de se
tratar de materiais naturais, apresentam capacidades de adsor¢do de antocianinas na
ordem dos 20 mg/g. S&o necessarios mais dados para ser possivel concluir sobre a

capacidade destes sélidos porosos estabilizarem antocianinas.
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V. Anexos







Tabela A 1 - Reagentes e compostos de referéncia.

Nome

Fornecedor (pureza)

Acetona
Reagente de Folin-Ciocalteu
Carbonato de sodio
Hidroxido de sodio
Dihidrogeno fosfato de potassio
Etanol
Metanol

Acido cloridrico

IMGS, Lda. (99,7%)
PANREAC (n.a.*)
SIGMA-ALDRICH (>99,8%)
PANREAC (98,0%)
MERK (>99,5%)
RIEDEL-DE HAEN (abs.)
FISHER SCIENTIFIC (99,99%)

FISHER (37%)

DPPH FLUKA CHEMIKA (> 85%)
Trolox FLUKA CHEMIKA (> 98%)
*n.a. indica ndo aplicavel
Tabela A 2 — Equipamentos.
Nome Fornecedor

Balanca de humidade
Balanca analitica
Banho de ultra-sons
Centrifugadora
Agitador mecéanico (Orbital shaker)
Evaporador rotativo
Liofilizador
Espectrofotémetro
Placa de agitacdo e aquecimento
Medidor de pH
Filtros 0,45 pum
Resina sintética

Colorimetro

KERN DBS 60-3
METTLER TOLEDO AB204
BRANSON 2510
SIGMA 3K30
HEIDOLPH REAX 2
BUCHI Waterbath B-480
CHRIST Alpha 1-2 LD Plus
PERKIN ELMER UV-Vis
HEIDOLPH MR Hei-Standard
HANNA HI 83141
CHROMAFIL Xtra PTFE — 45/25

LANXESS Lewatit VPOC1064 MD PH®

KONICA MINOLTA C-300
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Tabela A3 - Classificacdo dos filossilicatos e caracteristicas principais. Adaptado de [40]:

. Carga
e-sl,_tlrpuotg fa por Grupo E):ﬁmzlrc;sisde Composicéo ideal
unidade
— -
- o | Pirofilite Pirofilite AlSig0z0(OH)s
Teleo Talco* MgsSizOz0(OH)s
Montmorilonite** | [(Alss.28M0ps.12)(Sig)O20(OH)4]EXg5.1.2
2:2 0,5-1,2 | Esmectites
Saponite™* [(Mgs)(Si7,568Al0,5.1,2)O20(0H)4]EXo 5.1,

* Sem capacidade de expansdo; ** Com capacidade de expansdo

Amora
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 - 5g/L
30,00 - m10g/L
20,00 D20g/L

10,00 -

I = ﬂ
0,00 -

NaSDN3 Lewatit SWy-2 SapCa-2  Talco

Quantidade de antocianina adsorvida
mg(antocianina)/g(adsorvente, peso
seco)

Fig. Al - Quantidade de antocianina adsorvida em funcéo da concentracao da solucéo inicial de extrato de
amora.

Uveira dos Agores

§ 5g/L
b

- m10g/L
40,00 - O20g/L

==

Quantidade de antocianina adsorvida
mg(antocianina)/g(adsorvente, peso

NaSDN3 Lewatit SWy-2 SapCa-2 Talco

Fig. A2 - Quantidade de antocianina adsorvida em funcéo da concentracéo da solucéo inicial de extrato de
uveira dos Acgores.
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Uveira da Madeira
140,00 -
120,00 -
100,00 -
80,00 - 5g/L
60,00 - mi10g/L
40,00 - - 020g/L
20,00 - - - -

0,00 - B

NaSDN3 Lewatit SWy-2 SapCa-2 Talco

Quantidade de antocianina adsorvida
mg(antocianina)/g(adsorvente, peso
seco)

Fig. A3 - Quantidade de antocianina adsorvida em funcéo da concentragdo da solucéo inicial de extrato de
uveira da Madeira.

Argila SapCa-2
24
22
20 -
18 -
16 -
14 | NS | | | [ | |
12 - ¢ Faia

AAAAA A A A A A A

10 - W Amora
A Uv. Acores

Quantidade de antocianina adsorvida
mg (antocianina) / g (adsorvente)

O N b OO ©
I I

- T T T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80

Tempo (minutos)

o

Fig. A4 - Curva de cinética de adsorgdo de extracto de antocianina de faia, amora e uveira dos Agores (5
o/L) na argila SapCa-2.
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Argila SWy-2
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_SAZO,AAA“ A A A A A
g 218
w U
®E16
.5,1‘3147--- O O O o o
c =
©
— b i
§>12 & Faia
€ 210 -
:-E W Amora
'c.g 8 -
] A U. Acores
B2 6 g0 . 2 2 . . ¢
- O
- —
C o 4 -
S E
o 2 -

0. T T T T T T T 1
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Tempo (minutos)

Fig. A5 - Curva de cinética de adsorgdo de extracto de antocianina de faia, amora e uveira dos Agores (5
g/L) na argila SWy-2.

Resina Lewatit
48 -
3 - 42 - A A A
2 A
o € A .
g8 A
5 A
T «n
£330 s N
3 ; A m N m ™
S =g | [ # Faia
£ET ]
: k= ! B Amora
T .® 18 - * .
g § c o *® o & o O A Uv.Acores
(T c ’
2812
C o
O . T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160
Tempo (minutos)

Fig. A6 - Curva de cinética de adsor¢do de extracto de antocianina de faia, amora e uveira dos Agores (5
g/L) naresina Lewatit.
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Talco
8 _
© 7 -
23
E 2 g | .
§ =
885 m =
c 5 [ |
= L .
.8 4 - ¢ Faia
g = -
2 o | 2
ET , [ . oo e o0 %o * B Amora
35 # ¢ A Uv. Acores
Q9 2 A
35 A ada
B — i
sp’ A A A A
d O # T T T T T T T T T T T T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100110120130140 150160
Tempo (minutos)

Fig. A7 - Curva de cinética de adsorgao de extracto de antocianina de faia, amora e uveira dos Agores (5
g/L) no talco.

Amora (radiagao)
900

800 \
700 7\)//\\/)<
600 N
—o— NaSDN3

500
== SapCa-2
400 -
A === SWY-2
300 e | ewatit
200 )’\K \ == Talco
\\ A
9 10 11 12

Semanas

100

(Eq. Trolox/massa adsorvente (mM/g))

0 8

Fig. A8 - Variacdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas de amora, ao
longo das 4 semanas de exposi¢do solar.
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900

800

700

600

500

400

300

200

100

(Eq. Trolox/massa adsorvente (mM/g))

Uveira Acores (radiagao)
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\/\
A \< =¢— NaSDN3
== SapCa-2
/A e SWY-2
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==ie=Talco

AN NDZ
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Semanas

Fig. A9 - Variacdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas da uveira dos
Acores, ao longo das 4 semanas de exposi¢do solar.
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Fig. A10 - Variagdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas da faia, ao
longo das 4 semanas de exposicdo a temperaturas elevadas.
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Amora (temp. elevada)

1000

% 900
E A
[J]
g 600 == NaSDN3
[72]
® 500 = SapCa-2
©
2 400 - e SWY-2
=
% 300 Lewatit
TE 200 = 188,73
g 100 /

0

0 8 9 10 11 12
Semanas

Fig. A1l - Variagdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas da amora, ao

longo das 4 semanas de exposicdo a temperaturas elevadas.

Uveira Agores (temp. elevada)
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Fig. Al12 - Variacdo da actividade antioxidante das matrizes adsorvidas com antocianinas da uveira dos

Acores, ao longo das 4 semanas de exposi¢ao a temperaturas elevadas.
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Tabela A4 - Pardmetros colorimétricos obtidos por CIELAB durante o estudo de variagéo de cor.

Actividade antioxidante (eg. Trolox / massa de adsorvente (mM/g))

Semanas
0 8 10 11 12
(apos
Inicio |armazenamento | Radiacdo Temp. |Radiacdo Temp. | Radiacdo Temp. | Radiacdo Temp.
a4 °C)
NaSDN; | 438,81 416,25 210,16 8,46 145,38 156,39 88,71 152,98 | 229,43 155,08
SapCa-2 | 557,98 284,14 285,92 335,01 290,51 462,19 249,36 -81,55 368,74 422,04
Faia SWY-2 | 473,59 434,10 200,65 245,20 325,17 351,70 175,21 69,61 378,99 403,10
Lewatit | 1276,48 663,05 550,05 676,60 605,61 730,42 513,21 656,24 | 49573 655,12
Talco 219,46 155,85 65,53 157,52 231,99 223,12 -28,14  -127,26 92,96 214,58
NaSDN; | 482,58 388,39 185,66 298,76 235,41 209,23 83,83 113,55 | 277,88 219,96
SapCa-2 | 335,14 329,14 -33,94 57,06 20,61 58,15 -97,76 -31,70 188,19 206,77
Amora SWY-2 | 451,42 316,89 111,76 182,15 272,25 195,78 188,83 66,73 350,65 299,84
Lewatit | 785,84 683,12 647,22 793,70 748,99 728,27 595,03 875,01 | 723227 758,51
Talco 188,73 126,38 -48,84 -57,06 131,60 76,53 -92,05 -17,01 204,23 132,84
NaSDN; | 474,73 401,16 222,60 242,88 322,92 268,54 167,40 152,98 | 257,34 261,23
) SapCa-2 | 497,15 171,11 -65,60 -15,63 -21,07 46,97 -82,81 -84,18 98,66 194,08
Xc\;/ce):«r:sl SWY-2 | 513,06 394,51 118,71 269,31 261,89 205,97 -14,16 85,85 377,89 393,55
Lewatit | 843,13 841,32 595,03 743,74 660,97 620,07 617,33 791,35 | 567,77 717,50
Talco 326,47 125,36 -52,09 2,17 -0,46 37,20 -193,08  -150,39 19,55 92,97
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Tabela A5 - Pardmetros colorimétricos obtidos por CIELab durante o estudo de variagdo de cor.

L* a* b* AE*
NaSDNj3 64,91 1,84 14,47 -
SapCa-2 90,14 -2,58 14,45 -
ADSORVENTEASF)FORNECIDOS SWy-2 80,69 0,54 7.62 )
Lewatit 89,49 -0,74 7,75 -
Talco 95,45 -0,05 0,28 -
NaSDN3 57,8 14,47 7,65 16,02
SapCa-2 56,21 28,79 12,16 46,27
Faia SWy-2 68,09 23,22 13,08 27,44
Lewatit - - - -
Talco 76,8 15,38 -1,61 24,28
NaSDNj3 55,54 12,46 6,33 16,34
APOS SapCa-2 59,47 24,2 12,72 40,75
ADSORCAO Amora SWy-2 66,84 24,02 14,14 28,94
(AC) Lewatit 70,12 3,58 6,97 19,86
Talco 65,18 17,3 -4,89 35,27
NaSDNj3 40,71 16,9 2,04 31,10
SapCa-2 49,43 21,4 5,57 48,07
Uveira Agores SWy-2 64,66 20,38 8,34 26,37
Lewatit 61,18 -0,72 7,22 28,31
Talco 68,18 14,5 -5,01 31,36
NaSDN3 47,44 15,38 6,31 10,49
SapCa-2 54,36 28,1 11,57 2,06
Faia SWy-2 58,17 33,69 17,18 14,99
Lewatit 70,2 5,27 9,43 -
Talco 79,86 12,25 2,36 5,91
NaSDNj3 58,74 7,51 5,02 6,04
) SapCa-2 52,72 31,05 14,93 9,87
RPOS Amora SWy-2 65,5 275 1574 4,06
RADIACAO
(ACI) Lewatit 53,34 17,23 7,8 21,65
Talco 66,19 17,6 -3,59 1,67
NaSDNj3 50,57 10,26 2,09 11,89
SapCa-2 45,9 23,74 5,57 4,24
Uveira Agores SWy-2 50,63 35,92 10,2 21,02
Lewatit 45,6 14,01 7,05 21,44
Talco 72,44 13,81 -2,82 4,84
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NaSDN; 4582 12,81 5 12,38
SapCa-2 4972 2506 9,53 7,93
Faia SWy-2 5605 3121 1498 1457
Lewatit 6822 422 5,34 -
Talco 76,18 1567 0,01 176
NaSDN; 4133 1559 4,78 14,63
APOS SapCa2 5065 287 1349 993
TEMP(iFé'.’?)T IR Amora SWy-2 5550 31,11 1698 13,60
Lewatit 51,03 1896 453 24,64
Talco 6426 1876  -411 1,89
NaSDN; 3875 14,25 0,7 4,29
SapCa-2 4672 2476 617 4,36
Uveira Agores SWy-2 51,71 33,98 8,83 18,79
Lewatit 47,34 654 3,2 16,14
Talco 66,49 1579  -6,99 2,01
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Tabela A6 — Quadro resumo dos resultados obtidos ao longo do trabalho.

Faia Amora Uv.Acores Uv.Acores Uv.Acores
574+1,06 | 13,33+0,44 | 19,30+ 1,93 - -
6,10+0,89 | 13,84+0,67 | 21,60+0,72 20 ? ?
595+0,77 | 13,89+0,83 | 21,37 +0,94 20 ? ?
14,64 +284 | 33,46 £4,74 | 47,22 + 6,68 60 - -

2,94 + 0,65 584+0,33 | 11,45+1,08 120 + +
Legenda:
+ positivo
- negativo
? duvidoso
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