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Introducao

As antocianinas, subclasse dos flavondides,
constituem um grupo de pigmentos sollveis em agua,
responsaveis pela maioria das cores de flores e
vegetais variando do vermelho ao azul (BROUILLARD,
1982). Devido as suas propriedades antioxidantes, as
antocianinas possuem importante papel na prevencao
ou no retardamento do aparecimento de varias
doencas (DOWNHAM; COLLINS, 2000; KUSKOSKI et
al., 2004; MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002).

Grande parte das pesquisas voltadas a extracao,
purificacao, separacao, identificacao e quantificacao
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das antocianinas demanda equipamentos sofisticados,
além de uma etapa longa de preparo da amostra. Os
métodos utilizados na separacao e identificacao das
antocianinas incluem cromatografia em papel,
cromatografia em camada fina, cromatografia em
coluna, extracao em fase sélida, cromatografia contra-
corrente, espectrofotometria UV-visivel,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectrometria de massas (MS) e espectroscopia de
ressonancia magnética e nuclear (RMN) (SKREDE;
WROLSTAD, 2002; TAKEOKA; DAO, 2002).

As antocianinas sao muito sollveis em solventes
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polares, sendo extraidas com facilidade em agua, antocianinas, podendo variar de acordo com a
metanol e etanol. Com o intuito de prevenir a oxidacao concentracao das mesmas na matriz utilizada. Apds
destes pigmentos, a extracao € realizada em meio as sucessivas extracoes, completa-se para 10,0mL o
acido (LEE; HONG, 1992). volume do baléo volumétrico com &cido férmico 10%
Apesar da sua toxicidade, o metanol é o solvente mais em metanol. Filtra-se 1,0 mL desta solucao em
utilizado na extracdo das antocianinas. Com o uso da membrana hidrofilica do tipo Millex" (0,45um),
mistura etanol e 4gua, observa-se uma menor evapora-se o solvente sob fluxo de nitrogénio até a
eficiéncia na extracdo destes pigmentos. Em termos secura e em seguida ressuspende-se com a mesma
quantitativos, o metanol é 20% mais eficiente que o quantidade (1,0mL) de metanol 10% em &cido férmico
- 0, . 7 .
etanol, sendo este utilizado somente quando o aspecto 10%. O extrato ressuspendido € transferido para um
quantitativo n&o é importante (TERCI, 2004). vial e levado ao injetor do cromatdgrafo.
A metodologia implementada pelo laboratério para Para a utilizacdo deste método com matrizes liquidas,
determinacé&o das antocianinas é efetuada via CLAE, no caso suco de acai, foram testadas aliquotas de
baseada no método descrito por Brito et al. (2007) variados volumes na etapa de extracéo, a fim de se
para amostras liofilizadas. Como a maior demanda do obter um extrato onde a concentracédo de antocianinas
laboratério é a anélise de amostras liquidas, tornou-se proporcionasse picos de boa magnitude na analise
necessario realizar algumas adaptacgdes e alteracdes cromatografica. Também era importante que a
tanto na etapa de extracdo quanto na cromatogréfica aliquota utilizada néo dificultasse a etapa de lavagem
do método original, a fim de se adaptar o mesmo para do extrato com uma possivel saturacdo do mesmo.
a matriz de interesse. Por fim, passou-se a utilizar aliquotas de TmL do suco

de acai. Foi possivel observar, que no caso de se
trabalhar com sucos de outros frutos, esta aliquota
variara de acordo com a concentracao de antocianinas
no meio.

A etapa de filtracao do extrato por membrana descrita
no método original foi retirada apés avaliacGes visuais
e cromatogréficas que identificaram perdas de
antocianinas neste processo (Figura 2). Diante do
exposto, a etapa de filtracao foi substituida por uma
de microcentrifugacao para retirar possiveis particulas
em suspensao que pudessem danificar a coluna
cromatogréfica.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo
descrever as modificacdes feitas no método original,
tendo sido suco de acai (Euterpe oleraceae Mart.)
utilizado como a matriz testada durante os ensaios
(Figura 1).

Figura 1. Foto de acai

AdaptacOes e alteracodes

Foto: Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa

No método descrito por Brito et al. (2007) sao
pesados, na etapa de extracao, 100mg de amostra
liofilizada em um tubo com tampa de rosca apropriado
para utilizacdo em centrifuga. Em seguida, adiciona-se
ao tubo 2,0mL de solucédo de &acido férmico 10% em
metanol com agitacao durante 1 minuto, leva-se ao
ultrasom por 10 minutos e posteriormente centrifuga-
se a 3000g e 20°C por 10 minutos. Transfere-se o
sobrenadante para um baldo volumétrico de 10,0mL,
repetindo-se o processo de lavagem descrito acima
com o precipitado obtido na centrifugacao, até o
sobrenadante obtido ndo apresentar a coloracéo Figura 2. Retencéo das antocianinas em membrana do
caracteristica. Segundo relatado no método, trés tipo Millex" (0,45um)

lavagens sao suficientes para a extracao total das



A andlise cromatografica foi realizada em um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia
Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de
arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996, software
Empower’, coluna Symmetry” C, (4,6 x 150mm,
3,5um), fluxo de 1,0mL/min e 50uL de injecéo.

A etapa cromatogréfica foi adaptada visando diminuir o
tempo da andlise, possibilitando assim a realizacao de
um maior numero de andlises ao longo do dia. Além
disto, também foram acrescentados procedimentos a
esta etapa para preservacao do sistema
cromatografico.

A primeira alteracédo ocorreu no gradiente utilizado na
eluicao, o qual foi adaptado para um tempo de andlise
igual a 45 minutos, enquanto que no método original era
de 55 minutos (Tabela 1).

Ao longo dos testes, observou-se que os tempos de
retencao dos picos apresentavam pequenas variacdes
entre as injecoes. Uma das explicacées encontradas
para tal fenbmeno é o fato de que 5 minutos para
retornar a coluna as condicdes iniciais da andlise, isto
€, composicao da fase e equilibrio da coluna, ndo eram
suficientes. Com isto, no novo gradiente proposto,
utilizou-se um tempo de 5 minutos para retornar as
condicoes iniciais, além de 5 minutos de permanéncia
nas mesmas condicoes para assegurar o equilibrio da
coluna.

Tabela 1. Adaptacao do gradiente de composicao da
fase movel

Solvente B Tempo de
(metanol) analise
(minutos)
5-15% 0-20
15-25% 20-35
25-5% 35-40
5% 40-45

A temperatura da coluna foi outro fator alterado em
relacdo ao método usado por Brito et al. (2007). A
temperatura na qual a coluna é acondicionada passou
de 20°C para 30°C. Nesta temperatura ndo ocorre
degradacao das antocianinas, além de influenciar na
reducao do tempo de retencao dos picos, por
contribuir com o aumento da cinética de eluicdo. Vale
ressaltar que manter a coluna a uma temperatura
constante, sem oscilacoes, é extremamente
importante para a estabilizacdo da mesma.

A limpeza do sistema cromatografico (tubulacoes,
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vélvulas, etc.), apds o término de uma andlise, é
fundamental para a preservacdo do mesmo. Observou-
se no decorrer das anélises que o acido férmico,
mesmo sendo indicado na literatura como um dos
acidos que menos agride o sistema cromatografico,
provocou a corrosao de algumas partes metdlicas do
sistema, gerando pontos de vazamentos. No método
descrito por Brito et al. (2007), nao é feita nenhuma
mencao quanto a limpeza do sistema. Com isso,
adotou-se como procedimento, apds o término de uma
sequéncia de injecoes, a limpeza do sistema por
periodo longo (no minimo 3 horas) com agua grau Milli-
Q, lavando-se em seguida o sistema com metanol grau
HPLC.

A adaptacao da etapa de extracdo para amostras
liguidas mostrou-se satisfatéria, uma vez que apds
trés lavagens nao se observou mais alteracéo na cor
do extrato obtido, indicando que todas as antocianinas
presentes foram extraidas até a terceira lavagem.

Além disso, os cromatogramas obtidos apresentaram
excelente resolucdo e magnitude (Figura 3),
viabilizando a aplicacédo das novas condi¢des inclusive
em separacodes preparativas. Desta forma, foi possivel
constatar que as adaptacoes e alteracodes feitas,
tanto na etapa de extracao quanto na anélise
cromatografica, proporcionaram um bom resultado
para este tipo de matriz.
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Figura 3. Cromatograma de amostra liquida de acai.
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