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Introdução
A síntese artificial de antocianinas 

ainda não é um processo simples nem 
barato. Por isso, aplicações desses 
compostos envolvem sua extração a partir 
de espécies vegetais, principalmente 
frutas, nas quais o teor de antocianinas 
é mais alto. O custo de comercialização 
de antocianinas isoladas e quimicamente 
puras é muito alto e, dependendo do 
tipo de antocianina, um miligrama pode 
custar mais de US$ mil dólares (Gouvêa, 
2015). Portanto, é necessário expandir 
as possibilidades de sua obtenção em 
larga escala a partir de fontes naturais 
de forma sustentável, a fim de viabilizar o 
desenvolvimento de suas aplicações, com 
benefícios para a sociedade (Maia, 2011).

Quando se obtém um extrato 
antociânico de matrizes ricas nestes 

pigmentos, o mesmo contém, além de 
antocianinas, outros compostos fenólicos, 
açúcares, polissacarídeos solúveis, 
proteínas, cátions e ácidos orgânicos 
(Campos, 2006). Métodos de extração em 
fase sólida (SPE – Solid Phase Extraction) 
podem ser utilizados para purificação 
prévia de extratos antociânicos. Os 
cartuchos C18 ou Sephadex são 
habitualmente os mais usados para 
purificação de antocianinas por SPE, 
por meio da aplicação do extrato das 
antocianinas bruto no cartucho contendo 
o material sorbente. As antocianinas são 
sorvidas fortemente neste material (fase 
estacionária) por suas hidroxilas livres. 
Desta forma, as substâncias mais polares 
que as antocianinas, como açúcares e 
ácidos orgânicos, são primeiramente 
eluídas quando o cartucho é submetido 
à lavagem com água. Em seguida, as 
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antocianinas são eluídas com solvente 
alcoólico acidificado (Terci, 2004; Kong et 
al., 2008).

Considerando-se o custo e a 
dificuldade de se obter padrões analíticos 
de antocianinas com garantia de qualidade 
e alto grau de pureza, este documento tem 
como objetivo apresentar um método com 
técnicas combinadas para purificação e 
concentração de antocianinas extraídas a 
partir de matrizes vegetais, para este fim.

Metodologia utilizada
Como exemplo de aplicação da 

técnica de isolamento e purificação 
de antocianinas proposto no presente 
trabalho, utilizou-se o fruto da amendoeira 
liofilizado, submetendo-o às etapas de 
extração e às etapas de purificação 
detalhadas a seguir.

Obtenção do extrato 
antociânico

Para preparar o extrato antociânico 
deve-se pesar 0,2 g de frutos liofilizados 
em tubo (50 mL) de tampa com rosca 
apropriada para ser utilizado em centrífuga. 
Após, adicionar 2 mL da solução 1 (ácido 
fórmico/metanol; 10:90, v/v) ao tubo, 
seguido de agitação em vórtex durante 
1 minuto e ultrassom por 10 minutos e, 
posteriormente, centrifugar a 6000 rpm por 
10 minutos. Transferir o sobrenadante para 
um balão volumétrico de 10 mL. Repetir 
o processo de lavagem descrito acima 
com o resíduo que fica no tubo, até que o 
sobrenadante obtido não apresente mais 

coloração. Ao final, completar o volume do 
balão com a solução 1. Microcentrifugar 
uma alíquota de 1,2 mL do extrato na 
velocidade de 8000 rpm por 3 minutos. A 
purificação do extrato antociânico obtido é 
realizada a partir da combinação de três 
técnicas de separação: coluna de vidro 
fase C18, cartucho Oasis® (troca catiônica) 
e cartucho Sep Pak C18.

Etapa 1 – Purificação das 
antocianinas em coluna  
de vidro com fase de C18

• Preparar a coluna de vidro com fase 
estacionária C18;

• Lavar a fase da coluna de vidro 
com 20 mL de solução de ácido fórmico/
metanol (10:90, v/v);

• Lavar a fase da coluna de vidro 
com 10 mL utilizando solução de ácido 
fórmico/água Milli-Q® (1:99, v/v);

• Aplicar 5 mL do extrato antociânico 
do fruto da amendoeira; 

• Lavar a coluna com os pigmentos 
adsorvidos utilizando 20 mL da solução 
de ácido fórmico/água Milli-Q® (1:99, 
v/v);

• Eluir os pigmentos com a solução 
de metanol/ácido fórmico/água Milli-Q® 
(10:0,9:89,1 v/v/v). Nesta etapa torna-se 
possível, caso seja de interesse, recolher 
separadamente cada antocianina 
presente no extrato;

• Cada 1 mL do extrato obtido deve 
ser diluído 10 vezes em água ultrapura a 
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fim de permitir sua utilização no cartucho 
OASIS® de troca catiônica.

Etapa 2 - Purificação das 
antocianinas em cartucho 
Oasis® (troca catiônica)

• Verter no cartucho 12 mL da 
solução aquosa da amostra obtida no 
item anterior (Etapa 1); 

• Lavar com 12 mL de solução 0,1 % 
TFA (ácido trifluoroacético);

• Lavar com 12 mL de solução 
MetOH/0,1 % TFA; para eliminar a 
fração de fenólicos não antociânicos 
que apresentam a mesma polaridade 
das antocianinas;

• Lavar com 6 mL MetOH/1 % 
NH4OH; e coletar fração do pigmento 
antociânico;

• Lavar com 6 mL da solução 
água:metanol (40:60, v/v) /1 % NH4OH; e 
coletar o restante da fração do pigmento 
antociânico;

• A coleta da fração do pigmento 
antociânico é realizada em recipiente 
contendo 250 μL de ácido fórmico (99 
%). Após, diluir com 20 mL da solução 
de ácido fórmico/água Milli-Q® (1:99, 
v/v).

Etapa 3 – Concentração 
das antocianinas 
purificadas com o uso de 
cartucho Sep Pak C18

• Lavar o cartucho com 5 mL de 
solução de ácido fórmico/metanol 
(10:90, v/v); 

• Lavar o cartucho com 10 mL de 
solução ácido fórmico/água Milli-Q® 
(1:99, v/v);

• Aplicar 20 mL do extrato aquoso 
obtido do cartucho de troca catiônica 
(Etapa 2);

• Lavar o cartucho com os pigmentos 
adsorvidos utilizando 20 mL da solução 
de ácido fórmico/água Milli-Q® (1:99, 
v/v);

• Eluir o pigmento com a solução de 
ácido fórmico/metanol (10:90, v/v) (5 mL).

Etapa 4 - Preparação da 
amostra para injetar no 
sistema cromatográfico

• Após a coleta, separar uma alíquota 
de 200 µL do pigmento purificado 
eluído acima e em seguida secar sob ar 
comprimido;

• Por fim, diluir com 200 µL de 
solução de ácido fórmico/água Milli-Q® 
(1:99, v/v).

Resultados
A análise do extrato antociânico 

purificado por Cromatografia Líquida 
de Alta Eficiência acoplada a detector 
de arranjo de fotodiodos (CLAE/DAD) 
evidenciou, através da varredura nos 
comprimentos de onda (λ) de 250-700 
nm (Max Plot), que a combinação das 
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técnicas permitiu o isolamento das 
antocianinas. Este fato foi evidenciado 
pela ausência de absorção em 
comprimentos diferentes de 520 nm 
(comprimento de onda médio de maior 
absorção das antocianinas).

Este procedimento possibilitou a 
obtenção de um extrato concentrado em 
antocianinas e sem outras substâncias, 
o que possibilita a utilização do mesmo 
como padrão analítico.

No caso específico do extrato 
antociânico do fruto da amendoeira, 

após purificação e concentração o 
mesmo já estava apto para ser utilizado 
como padrão analítico, uma vez que 
apresentou a antocianina cianidina-3-O-
glicosídeo com pureza de 99 %, superior 
a muitos padrões comerciais (Figura 1).

A utilização da coluna de vidro com 
recheio C18 proporcionou a retirada 
de substâncias que não possuíam 
afinidade com a fase reversa, como 
açúcares, lipídeos, proteínas, entre 
outras.

Figura 1. Cromatograma do extrato 
antociânico purificado do fruto da amendoeira 
(520 nm). Pico 1: delfinidina-3-O-glicosídeo; 
Pico 2: cianidina-3-O-glicosídeo; Pico 3: 
pelargonidina-3-O-glicosídeo.

O cartucho Oasis contém um 
recheio que combina o mecanismo 
de troca catiônica forte (cátions) e a 
interação de fase reversa para bases 
(HE e GIUSTI, 2011). O adsorvente 
utilizado nesse cartucho é uma 
versão modificada do copolímero 
divinilbenzeno-vinilpirrolidona, onde um 
átomo de hidrogênio do anel benzênico 
foi substituído por um grupo sulfônico. 
Sendo assim, o anel benzênico pode 
formar uma forte interação com o 
anel da estrutura das antocianinas 
como também com as estruturas de 
outros compostos fenólicos. O uso do 
metanol acidificado proporcionou a 
eluição dos compostos fenólicos com 
exceção das antocianinas. A forte 
interação iônica que ocorreu com a 
antocianina carregada positivamente 
e o grupo sulfônico fez com que a 
mesma permanecesse adsorvida à fase 
estacionária do cartucho. O solvente 
básico utilizado (NH4OH) permitiu 
sua desorção, pois ao ser adicionado 
à fase móvel elevou o pH acima de 
9,5 causando a desprotonação das 
antocianinas e, portanto, cessando a 
interação iônica entre a antocianina e o 
grupo sulfônico.

Com o pH elevado, a estrutura 
das antocianinas passa de um cátion 
flavílio para uma base quinoidal, que 
possui caráter aniônico, repelindo 
negativamente a carga do grupo 
sulfônico da estrutura hidrofóbica 
da fase estacionária do cartucho. O 
excesso de NH4 também concorre 
com os locais de ligação dos cátions 
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na resina, facilitando a dissociação da 
antocianina e grupo sulfônico.

Para evitar a degradação da 
antocianina é necessário que a solução 
seja acidificada imediatamente, pois 
estas substâncias são instáveis em pH 
mais elevado.

O cartucho Sep Pak C18, utilizado 
na terceira etapa, permitiu a retirada do 
sal formado, assim como proporcionou 
a concentração da amostra. A troca do 
solvente aquoso pelo solvente orgânico 
acidificado também permitiu a secagem 
mais rápida da solução.

Desse modo, pode-se concluir 
que esses procedimentos permitiram 
a retirada, com êxito, de outras 
substâncias que estavam presentes 
no extrato antociânico da amostra. 
Em particular, o cartucho de troca 
iônica permitiu o fracionamento 
das substâncias fenólicas que 
apresentavam polaridade similar à das 
antocianinas. 
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