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Introdução

As antocianinas, subclasse dos flavonóides,
constituem um grupo de pigmentos solúveis em água,
responsáveis pela maioria das cores de flores e
vegetais variando do vermelho ao azul (BROUILLARD,
1982). Devido às suas propriedades antioxidantes, as
antocianinas possuem importante papel na prevenção
ou no retardamento do aparecimento de várias
doenças (DOWNHAM; COLLINS, 2000; KUSKOSKI et
al., 2004; MARTÍNEZ-FLÓREZ et al., 2002).

Grande parte das pesquisas voltadas à extração,
purificação, separação, identificação e quantificação

das antocianinas demanda equipamentos sofisticados,
além de uma etapa longa de preparo da amostra. Os
métodos utilizados na separação e identificação das
antocianinas incluem cromatografia em papel,
cromatografia em camada fina, cromatografia em
coluna, extração em fase sólida, cromatografia contra-
corrente, espectrofotometria UV-visível,
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE),
espectrometria de massas (MS) e espectroscopia de
ressonância magnética e nuclear (RMN) (SKREDE;
WROLSTAD, 2002; TAKEOKA; DAO, 2002).

As antocianinas são muito solúveis em solventes
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polares, sendo extraídas com facilidade em água,
metanol e etanol. Com o intuito de prevenir a oxidação
destes pigmentos, a extração é realizada em meio
ácido (LEE; HONG, 1992).

Apesar da sua toxicidade, o metanol é o solvente mais
utilizado na extração das antocianinas. Com o uso da
mistura etanol e água, observa-se uma menor
eficiência na extração destes pigmentos. Em termos
quantitativos, o metanol é 20% mais eficiente que o
etanol, sendo este utilizado somente quando o aspecto
quantitativo não é importante (TERCI, 2004).
A metodologia implementada pelo laboratório para
determinação das antocianinas é efetuada via CLAE,
baseada no método descrito por Brito et al. (2007)
para amostras liofilizadas. Como a maior demanda do
laboratório é a análise de amostras líquidas, tornou-se
necessário realizar algumas adaptações e alterações
tanto na etapa de extração quanto na cromatográfica
do método original, a fim de se adaptar o mesmo para
a matriz de interesse.

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

Figura 1. Foto de açaí
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Adaptações e alterações

No método descrito por Brito et al. (2007) são
pesados, na etapa de extração, 100mg de amostra
liofilizada em um tubo com tampa de rosca apropriado
para utilização em centrífuga.  Em seguida, adiciona-se
ao tubo 2,0mL de solução de ácido fórmico 10% em
metanol com agitação durante 1 minuto, leva-se ao
ultrasom por 10 minutos e posteriormente centrifuga-
se a 3000g e 20ºC por 10 minutos. Transfere-se o
sobrenadante para um balão volumétrico de 10,0mL,
repetindo-se o processo de lavagem descrito acima
com o precipitado obtido na centrifugação, até o
sobrenadante obtido não apresentar a coloração
característica. Segundo relatado no método, três
lavagens são suficientes para a extração total das

antocianinas, podendo variar de acordo com a
concentração das mesmas na matriz utilizada. Após
as sucessivas extrações, completa-se para 10,0mL o
volume do balão volumétrico com ácido fórmico 10%
em metanol. Filtra-se 1,0 mL desta solução em
membrana hidrofílica do tipo Millex® (0,45um),
evapora-se o solvente sob fluxo de nitrogênio até a
secura e em seguida ressuspende-se com a mesma
quantidade (1,0mL) de metanol 10% em ácido fórmico
10%. O extrato ressuspendido é transferido para um
vial e levado ao injetor do cromatógrafo.
Para a utilização deste método com matrizes líquidas,
no caso suco de açaí, foram testadas alíquotas de
variados volumes na etapa de extração, a fim de se
obter um extrato onde a concentração de antocianinas
proporcionasse picos de boa magnitude na análise
cromatográfica. Também era importante que a
alíquota utilizada não dificultasse a etapa de lavagem
do extrato com uma possível saturação do mesmo.
Por fim, passou-se a utilizar alíquotas de 1mL do suco
de açaí. Foi possível observar, que no caso de se
trabalhar com sucos de outros frutos, esta alíquota
variará de acordo com a concentração de antocianinas
no meio.
A etapa de filtração do extrato por membrana descrita
no método original foi retirada após avaliações visuais
e cromatográficas que identificaram perdas de
antocianinas neste processo (Figura 2). Diante do
exposto, a etapa de filtração foi substituída por uma
de microcentrifugação para retirar possíveis partículas
em suspensão que pudessem danificar a coluna
cromatográfica.

Figura 2. Retenção das antocianinas em membrana do
tipo Millex® (0,45um)
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Solvente B  
(metanol)

 

Tempo de 
análise

 (minutos)
 

5-15% 0-20 

15-25% 20-35 

25-5% 35-40 

5% 40-45 

 

A análise cromatográfica foi realizada em um
equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência
Waters® Alliance modelo 2690/5, com detector de
arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996, software
Empower®, coluna Symmetry® C

18
 (4,6 x 150mm,

3,5um), fluxo de 1,0mL/min e 50uL de injeção.
A etapa cromatográfica foi adaptada visando diminuir o
tempo da análise, possibilitando assim a realização de
um maior número de análises ao longo do dia. Além
disto, também foram acrescentados procedimentos a
esta etapa para preservação do sistema
cromatográfico.

A primeira alteração ocorreu no gradiente utilizado na
eluição, o qual foi adaptado para um tempo de análise
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
retenção dos picos apresentavam pequenas variações
entre as injeções. Uma das explicações encontradas
para tal fenômeno é o fato de que 5 minutos para
retornar a coluna às condições iniciais da análise, isto
é, composição da fase e equilíbrio da coluna, não eram
suficientes. Com isto, no novo gradiente proposto,
utilizou-se um tempo de 5 minutos para retornar às
condições iniciais, além de 5 minutos de permanência
nas mesmas condições para assegurar o equilíbrio da
coluna.

Tabela 1. Adaptação do gradiente de composição da
fase móvel

A temperatura da coluna foi outro fator alterado em
relação ao método usado por Brito et al. (2007). A
temperatura na qual a coluna é acondicionada passou
de 20ºC para 30ºC. Nesta temperatura não ocorre
degradação das antocianinas, além de influenciar na
redução do tempo de retenção dos picos, por
contribuir com o aumento da cinética de eluição. Vale
ressaltar que manter a coluna a uma temperatura
constante, sem oscilações, é extremamente
importante para a estabilização da mesma.

A limpeza do sistema cromatográfico (tubulações,

válvulas, etc.), após o término de uma análise, é
fundamental para a preservação do mesmo. Observou-
se no decorrer das análises que o ácido fórmico,
mesmo sendo indicado na literatura como um dos
ácidos que menos agride o sistema cromatográfico,
provocou a corrosão de algumas partes metálicas do
sistema, gerando pontos de vazamentos. No método
descrito por Brito et al. (2007), não é feita nenhuma
menção quanto à limpeza do sistema. Com isso,
adotou-se como procedimento, após o término de uma
sequência de injeções, a limpeza do sistema por
período longo (no mínimo 3 horas) com água grau Milli-
Q, lavando-se em seguida o sistema com metanol grau
HPLC.

A adaptação da etapa de extração para amostras
líquidas mostrou-se satisfatória, uma vez que após
três lavagens não se observou mais alteração na cor
do extrato obtido, indicando que todas as antocianinas
presentes foram extraídas até a terceira lavagem.

Além disso, os cromatogramas obtidos apresentaram
excelente resolução e magnitude (Figura 3),
viabilizando a aplicação das novas condições inclusive
em separações preparativas. Desta forma, foi possível
constatar que as adaptações e alterações feitas,
tanto na etapa de extração quanto na análise
cromatográfica, proporcionaram um bom resultado
para este tipo de matriz.

Figura 3. Cromatograma de amostra líquida de açaí.
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