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Introducao

A sintese artificial de antocianinas
ainda ndo é um processo simples nem
barato. Por isso, aplicagbes desses
compostos envolvem sua extragéo a partir
de espécies vegetais, principalmente
frutas, nas quais o teor de antocianinas
€ mais alto. O custo de comercializagéo
de antocianinas isoladas e quimicamente
puras € muito alto e, dependendo do
tipo de antocianina, um miligrama pode
custar mais de US$ mil ddlares (Gouvéa,
2015). Portanto, é necessério expandir
as possibilidades de sua obtengdo em
larga escala a partir de fontes naturais
de forma sustentavel, a fim de viabilizar o
desenvolvimento de suas aplicagdes, com
beneficios para a sociedade (Maia, 2011).

Quando se obtém um extrato
antocianico de matrizes ricas nestes

pigmentos, 0 mesmo contém, além de
antocianinas, outros compostos fendlicos,
aclcares, polissacarideos  soluveis,
proteinas, cations e acidos organicos
(Campos, 2006). Métodos de extragao em
fase solida (SPE — Solid Phase Extraction)
podem ser utilizados para purificagéo
prévia de extratos antocianicos. Os
cartuchos C,, ou Sephadex s&o
habitualmente os mais usados para
purificacdo de antocianinas por SPE,
por meio da aplicagdo do extrato das
antocianinas bruto no cartucho contendo
0 material sorbente. As antocianinas séo
sorvidas fortemente neste material (fase
estacionaria) por suas hidroxilas livres.
Desta forma, as substancias mais polares
que as antocianinas, como acgucares e
acidos organicos, sao primeiramente
eluidas quando o cartucho é submetido
a lavagem com agua. Em seguida, as



antocianinas sdo eluidas com solvente
alcodlico acidificado (Terci, 2004; Kong et
al., 2008).

Considerando-se o «custo e a
dificuldade de se obter padrées analiticos
de antocianinas com garantia de qualidade
e alto grau de pureza, este documento tem
como objetivo apresentar um método com
técnicas combinadas para purificagéo e
concentragao de antocianinas extraidas a
partir de matrizes vegetais, para este fim.

Metodologia utilizada

Como exemplo de aplicagdo da
técnica de isolamento e purificagdo
de antocianinas proposto no presente
trabalho, utilizou-se o fruto da amendoeira
liofilizado, submetendo-o as etapas de
extracdo e as etapas de purificagdo
detalhadas a seguir.

Obtencao do extrato
antocianico

Para preparar o extrato antocianico
deve-se pesar 0,2 g de frutos liofilizados
em tubo (50 mL) de tampa com rosca
apropriada para ser utilizado em centrifuga.
Apos, adicionar 2 mL da solugao 1 (acido
férmico/metanol; 10:90, v/iv) ao tubo,
seguido de agitagdo em vortex durante
1 minuto e ultrassom por 10 minutos e,
posteriormente, centrifugar a 6000 rpm por
10 minutos. Transferir o sobrenadante para
um baldo volumétrico de 10 mL. Repetir
0 processo de lavagem descrito acima
com o residuo que fica no tubo, até que o
sobrenadante obtido ndo apresente mais

coloragéo. Ao final, completar o volume do
baldo com a solugdo 1. Microcentrifugar
uma aliquota de 1,2 mL do extrato na
velocidade de 8000 rpm por 3 minutos. A
purificagdo do extrato antocianico obtido &
realizada a partir da combinagéo de trés
técnicas de separagdo: coluna de vidro
fase C,,, cartucho Oasis® (troca cationica)

e cartucho Sep Pak C,,.

Etapa 1 — Purificacdo das
antocianinas em coluna
de vidro com fase de C,,

* Preparar a coluna de vidro com fase
estacionaria C,;

* Lavar a fase da coluna de vidro
com 20 mL de solugao de acido férmico/
metanol (10:90, v/v);

» Lavar a fase da coluna de vidro
com 10 mL utilizando solugdo de acido
férmico/agua Milli-Q® (1:99, v/v);

* Aplicar 5 mL do extrato antocianico
do fruto da amendoeira;

* Lavar a coluna com os pigmentos
adsorvidos utilizando 20 mL da solugao
de acido férmico/agua Milli-Q® (1:99,
v/v);

* Eluir os pigmentos com a solugao
de metanol/acido férmico/agua Milli-Q®
(10:0,9:89,1 v/v/v). Nesta etapa torna-se
possivel, caso seja de interesse, recolher
separadamente cada antocianina
presente no extrato;

* Cada 1 mL do extrato obtido deve
ser diluido 10 vezes em agua ultrapura a



fim de permitir sua utilizagéo no cartucho
OASIS® de troca catidnica.

Etapa 2 - Purificagao das
antocianinas em cartucho
Oasis® (troca catidnica)

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

 Lavar com 12 mL de solugéo 0,1 %
TFA (acido trifluoroacético);

 Lavar com 12 mL de solugao
MetOH/0,1 % TFA; para eliminar a
fracdo de fendlicos nao antocianicos
que apresentam a mesma polaridade
das antocianinas;

 Lavar com 6 mL MetOH/1 %
NH,OH; e coletar fragédo do pigmento
antocianico;

e Lavar com 6 mL da solugao
agua:metanol (40:60, v/v) /1 % NH,OH; e
coletar o restante da fracdo do pigmento
antocianico;

* A coleta da fragcdo do pigmento
antocianico é realizada em recipiente
contendo 250 pL de acido férmico (99
%). Apos, diluir com 20 mL da solugéo
de acido formico/agua Milli-Q® (1:99,
vIv).

Etapa 3 — Concentragao
das antocianinas
purificadas com o uso de
cartucho Sep Pak C,,

e Lavar o cartucho com 5 mL de
solucdo de acido férmico/metanol
(10:90, v/v);

* Lavar o cartucho com 10 mL de
solugdo 4&cido férmico/agua Milli-Q®
(1:99, viv);

* Aplicar 20 mL do extrato aquoso
obtido do cartucho de troca catibnica
(Etapa 2);

* Lavar o cartucho com os pigmentos
adsorvidos utilizando 20 mL da solugao
de acido férmico/agua Milli-Q® (1:99,
vIv);

* Eluir o pigmento com a solugéo de
acido férmico/metanol (10:90, v/v) (5 mL).

Etapa 4 - Preparagao da
amostra para injetar no
sistema cromatografico

* Apés a coleta, separar uma aliquota
de 200 pL do pigmento purificado
eluido acima e em seguida secar sob ar
comprimido;

e Por fim, diluir com 200 uL de
solugdo de acido féormico/agua Milli-Q®
(1:99, v/v).

Resultados

A andlise do extrato antocianico
purificado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a detector
de arranjo de fotodiodos (CLAE/DAD)
evidenciou, através da varredura nos
comprimentos de onda (A) de 250-700
nm (Max Plot), que a combinacédo das



técnicas permitiu o isolamento das
antocianinas. Este fato foi evidenciado
pela auséncia de absorgcdo em
comprimentos diferentes de 520 nm
(comprimento de onda médio de maior
absor¢ao das antocianinas).

Este procedimento possibilitou a
obtencao de um extrato concentrado em
antocianinas e sem outras substancias,
0 que possibilita a utilizagdo do mesmo
como padrao analitico.

No caso especifico do extrato
antocianico do fruto da amendoeira,

Minutos

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

apos purificacdo e concentragdo o
mesmo ja estava apto para ser utilizado
como padrdo analitico, uma vez que
apresentou a antocianina cianidina-3-O-
glicosideo com pureza de 99 %, superior
a muitos padrbées comerciais (Figura 1).

A utilizacdo da coluna de vidro com
recheio C,, proporcionou a retirada
de substancias que ndo possuiam
afinidade com a fase reversa, como
agucares, lipideos, proteinas, entre
outras.
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O cartucho Oasis contém um
recheio que combina o mecanismo
de troca catibnica forte (cations) e a
interacdo de fase reversa para bases
(HE e GIUSTI, 2011). O adsorvente
utiizado nesse cartucho é uma
versdao modificada do copolimero
divinilbenzeno-vinilpirrolidona, onde um
atomo de hidrogénio do anel benzénico
foi substituido por um grupo sulfénico.
Sendo assim, o anel benzénico pode
formar uma forte interacdo com o
anel da estrutura das antocianinas
como também com as estruturas de
outros compostos fendlicos. O uso do
metanol acidificado proporcionou a
eluicdo dos compostos fendlicos com
excegdo das antocianinas. A forte
interacdo idnica que ocorreu com a
antocianina carregada positivamente
e 0 grupo sulfénico fez com que a
mesma permanecesse adsorvida a fase
estacionaria do cartucho. O solvente
basico utilizado (NH,OH) permitiu
sua desorgdo, pois ao ser adicionado
a fase moével elevou o pH acima de
9,5 causando a desprotonagao das
antocianinas e, portanto, cessando a
interacdo idnica entre a antocianina e o
grupo sulfénico.

Com o pH elevado, a estrutura
das antocianinas passa de um cation
flavilio para uma base quinoidal, que
possui carater anidnico, repelindo
negativamente a carga do grupo
sulfonico da estrutura hidrofébica
da fase estacionaria do cartucho. O
excesso de NH, também concorre
com os locais de ligagdo dos cations
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na resina, facilitando a dissociagédo da
antocianina e grupo sulfénico.

Para evitar a degradacao da
antocianina é necessario que a solugao
seja acidificada imediatamente, pois
estas substancias sao instaveis em pH
mais elevado.

O cartucho Sep Pak C,,, utilizado
na terceira etapa, permitiu a retirada do
sal formado, assim como proporcionou
a concentracdo da amostra. A troca do
solvente aquoso pelo solvente orgéanico
acidificado também permitiu a secagem
mais rapida da solugao.

Desse modo, pode-se concluir
que esses procedimentos permitiram
a retirada, com éxito, de outras
substancias que estavam presentes
no extrato antocidnico da amostra.
Em particular, o cartucho de troca
ibnica permitiu o fracionamento
das substancias fendlicas que
apresentavam polaridade similar a das
antocianinas.
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