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Introducgéo

As antocianinas, pigmentos hidrossoliveis, presentes em alimentos de origem
vegetal, apresentam efeitos bioativos que estdo relacionados ao poder antioxidante
proporcionado. Sendo assim, varios trabalhos cientificos vém relatando a importancia do
seu desempenho na reducdo ao risco de doencgas: cardiovasculares; do sistema
imunoldgico; do cancer e sua progressao (VOLP et al., 2008, WAN et al. 1999). Nos ultimos
anos, o grande interesse por alimentos naturais, saudaveis e que possam trazer consigo a
proposta de atuar como coadjuvante na redugdo do risco de doencas cronicas tem
impulsionado o meio cientifico a identificar e quantificar os seus principios ativos.

Para as analises de identificagcdo e quantificacdo de antocianinas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), ha necessidade de uso de padrdes analiticos, mas,
devido a grande diversidade de substituintes em sua estrutura, o desafio esta em encontrar
disponiveis comercialmente padrbes de referéncia desses diversos compostos. Neste
contexto, a obtengdo destes padrbes a partir de fontes naturais (PACHECO et al.,2013;
GOUVEA et al., 2012) podera viabilizar a determinagdo, de forma mais precisa, as
concentragdes existentes dessas substancias em alimentos que estejam na forma natural ou
processados.

Este trabalho teve como objetivo selecionar matrizes que possam servir de fontes
para obtencado de padrdes antocianicos, utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia para seu isolamento. Assim sendo, esse fato, possibilitara a realizagao de analises
cromatograficas que possam identificar e quantificar o teor de antocianinas, capacitando-a
como ferramenta para avaliagdo da qualidade dos produtos.

Materiais e Métodos

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Cromatografia Liquida da
Embrapa Agroindustria de Alimentos, Rio de Janeiro. Foram avaliadas as antocianinas em
seis potenciais fontes para obtencéo dos padrdes: casca de maga (Malus doméstica, cultivar
“Fuji”), berinjela (Solanum melongena); mangostin (Garcinia mangostana L.), uva preta
chilena (Vitis vinifera L.); fruto da amendoeira (Terminalia catappa) e morango (Fragaria
spp.). Todos os solventes utilizados eram da Marca Tédia® grau CLAE, para extragéo e
analise cromatografica, e grau Massa para as analises no espectrometro de massa.

As extragdes das antocianinas nas respectivas cascas dos frutos e nos frutos foram
realizadas com solugdo de metanol acidificado, onde as amostras foram trituradas, logo em
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seguida, passaram por etapas de sonificacdo e centrifugacdo seguindo a metodologia
proposta por Santiago et al. (2010). As anadlises cromatograficas foram realizadas em
Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) acoplado ao detetor de arranjo de
fotodiodos (DAD), coluna C4g (100mm x 4,6mm; 2,4 um), fluxo de 1,0mL/min, temperatura
da coluna de 40°C e modo de eluicdo gradiente com acetonitrila e acido formico (GOUVEA
& GODOQY, 2011).

Alguns perfis cromatograficos e os espectros de absor¢do na regido UV-Vis das
antocianinas foram comparados com dados na literatura, além disso, suas identificacbes
foram confirmadas através das suas respectivas massas moleculares exatas (EM/EM),
utilizando como ferramenta o espectrébmetro de massa de alta resolugdo Waters Synapt® Q-
ToF, com fonte de ionizagdo no modo electrospray positivo (ESI+), tempo de voo V, com as
seguintes condi¢oes: temperatura da fonte igual a 120°C, gas de dissolvatagdo N, a 500°C,
energia do capilar 3,0kV, cone fixado em 25,0V e energia de colisdo de 8,0V.

Resultados e Discussoes

Os perfis cromatogréaficos obtidos podem ser observados na Figura 1. A
caracterizagao e a identificagao das antocianinas nas matrizes estao relatadas no Quadro 1.
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Figura 1: Perfil cromatografico dos extratos metandlicos do fruto da amendoeira; casca da maca;
casca de berinjela; casca da uva preta Chilena; casca do mangostin e morango (picos numerados
estdo identificados no Quadro 1).

A numeracéo realizada foi referente aos analitos que puderam ser identificados pelo
presente trabalho. Os que apresentaram concentragdo muito baixa, ndo entraram neste
estudo, a ndo ser os que ja apresentavam informagdes na literatura associado a analise
espectrométrica (EM/EM). Seis antocianidinas, assim como, os agulcares encontrados nas
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matrizes que foram observadas por este trabalho e seus respectivos pesos moleculares
estao descritos na Tabela 1.

Quadro 1: Identificagdo das antocianinas numeradas nas amostras.

. . a tr EM/EM L
Matriz Pico A(nm) (min) [M]* (m/2) (m/fz) Antocianina
Fruto da L
amendoeira 1 279/ 328/,515 6,25 449,1083 287,0556 Cy-3-Glicosideo
Maga* 1 279/514 5,38 449,1112 287,0508 Cy -3-Galactosideo
Berinjela* 1 277/343/525 5,12 611,1616 465,1037/303,0500 Dp-3-Rutenosideo
1 271/347/522 427 | 4651078 303,0616 Dp-3-Glicosideo
2 279/362/515 6,21 449,1083 287,0556 Cy -3-Glicosideo
Uva Preta 3 270/348/524 7,80 | 479,168 317,0746 Pt-3-Glicosideo
Chilena
4 279/330/517 10,29 463,1248 301,0714 Pn-3-Glicosideo
5 277/347/526 12,04 493,1349 331,0864 Mv-3-Glicosideo
Morango* 2 267/328/431/501 8,09 433,1156 465,1037/303,05 Dp-3-Glicosideo
Mangostin* 1 279/ 330/512 5,32 611,2424 287,0508 Cy -3-Diglicosideo
2 279/ 328/515 6,25 449,1001 287,0507 Cy -3-Glicosideo

# Solvente Fase mével da analise cromatografica (acido formico 5%: metanol 10% / agua Milli-Q®)

*Identificados somente os picos majoritarios ou relatados na literatura.
Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina e Mv= Malvidina

Tabela 1: Massas moleculares das seis antocianidinas e dos agucares que foram
observados nas amostras estudadas por CLAE e EM/EM.

Substéancias Mw* MW- H.0
Antocianidinas
pelargonidina 271 -
cianidina 287 -
peonidina 301 -
petunidina 317 -
delfinidina 303 -
malvidina 331 -
Acucares
Galactose 180 162
Glicose 180 162
Rutinose 326 308

*MW= massa molecular calculada

Dentre as amostras analisadas, a amostra do fruto da amendoeira sobressaiu em
relagao as outras, pois, apresentou uma pureza acima de 99%para seu pico majoritario. O
espectro de UV-visivel mostrou A @ 279,5 e 515,3nm caracteristicos de derivados de
cianidina ou peonidina. Seu ion molecular [M]" apresentou m/z 449,1083 e transi¢cdo do
EM/EM a m/z 287,0556 que corresponde a massa molecular da aglicona cianidina devido a
perda de uma hexose (162Da). A antocianidina cianidina também foi identificada no pico
maijoritario (pico 1) do cromatograma da amostra de casca de macga, apresentando o
mesmo valor de perda no EM/EM (162 Da). A diferenga entre essas duas substancias foi
baseada nos seus tg, 6,25 e 5,28 minutos, a configuragdo da estrutura molecular da
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galactose faz com que a molécula fique menor tempo retido na fase estacionaria
comparada a molécula que contém o agucar glicose. Sendo assim, fica caracterizado, ser
uma glicose, o agucar ligado a aglicona para a substaéncia que possui 0 maior tempo de
retencéo e galactose o de menor.

A amostra do extrato de berinjela apresentou uma absor¢gdo no comprimento de
onda visivel comA s de 525nm, caracteristicos de derivados de delfinidina, petunidina e
malvidina em solugdo de metanol acidificado (HONG&WROLSTAD, 1990). Seu ion
molecular [M]" apresentou m/z 611,1616 e transicdo do EM/EM a m/z 465,1037e m/z
303,0500 que corresponde a massa molecular com a perda de uma massa de 146Da
(ramnose) e da sua aglicona delfinidina devido a perda de uma hexose (162Da). O
dissacarideo rutinose apresenta a particularidade de quando for submetido a uma energia
de fragmentacédo liberar a ramnose (146Da) e em seguida a glicose (hexose-162Da)
(FERREIRA, ROSSO & MERCADANTE, 2010).

Foi possivel comprovar, na amostra do extrato de casca de uva Chilena, a presenga
das antocianinas delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo,
peonidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo, através dos seus ions moleculares e suas
transigbes, sua aglicona quando ocorre a liberagdo do agucar (Quadro 1). A resolugéo
entre as substancias eluidas torna essa matriz uma excelente candidata para ser utilizado
como fonte de padréo, o quinto pico que corresponde a malvidina-3-glicosideo apresenta
uma boa concentragéo indicando que nao havera necessidade de muitas coletas.

O pico majoritario observado no cromatograma do extrato do morango apresentou
espectro de UV-visivel com Ay a 267/328/431/501nm caracteristicos de derivados de
pelargonidina, a analise por espectrometria de massa confirmou através da obtengéo dos
valores de seu ion molecular [M]*, m/z 433,1153 e transigdo do EM/EM a m/z 271,061 que
corresponde a massa molecular da aglicona pelargonidina devido a perda de uma hexose
(162Da).

O extrato de casca do mangostin apresentou um pico majoritario (pico1)
correspondente a uma antocianina diglicosilada, esse fato pode ser identificado através da
sua respectiva massa molecular exata, onde seu ion molecular [M]*, m/z 611,2424 e sua
transicdo do EM/EM a m/z 287,0508 que corresponde a massa molecular da aglicona
cianidina devido a perda de duas hexoses (162Da). A presenga de apenas uma transicao
caracteriza a perda de um dissacarideo.

Todas as amostras analisadas apresentaram boa resolucdo, esse fato pode ser
atribuido ao desempenho da coluna utilizada nas analises (C13100mm x 4,6mm; 2,4 um).
Dessa forma, o isolamento do analito podera ser efetuado com alto indice de pureza,
evitando assim, sua contaminagéo com os outros analitos da amostra.

Conclusao

Desta forma, conclui-se que através da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia é possivel caracterizar os perfis das matrizes apresentadas neste estudo, assim
como, a espectrometria de massas de alta resolugao tornou possiveis as identificagdes das
antocianinas que serdo promissoras fontes de padrdes analiticos. Sendo assim, as matrizes
apresentadas neste presente trabalho podem ser consideradas fontes das sete antocianinas
glicosiladas mais encontradas em alimentos e, além de servirem para caracterizar a
qualidade dos frutos vermelhos e seus produtos, também servirdo para caracterizar a
qualidade das proprias matrizes, visto que a perda da cor € um dos primeiros sinais de
deterioragao da qualidade do produto. Ressalta-se que as matrizes escolhidas sao de facil
acesso e baixo custo, sendo o mangostin 0 que se apresenta mais oneroso dentre elas.
Desse modo, espera-se realizar as analises por CLAE com mais qualidade e menor custo,
viabilizando-a como mais uma ferramenta que possa contribuir para avaliagdo da qualidade
dos produtos.
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