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ANALYTICAL PROCEDURES FOR IDENTIFYING ANTHOCYANINS IN NATURAL EXTRACTS. Anthocyanins are among
the most important plant pigments. Due to their potential benefits for human health, there is considerable interest in these natural
pigments. Nonetheless, there is great difficulty in finding a technique that could provide the identification of structurally similar
compounds and estimate the number and concentration of the species present. A lot of techniques have been tried to find the best

methodology to extract information from these systems. In this paper, a review of the most important procedures is given, from the

extraction to the identification of anthocyanins in natural extracts.
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INTRODUCAO

A cor € um dos mais importantes atributos de qualidade de um
alimento, exercendo uma enorme influéncia em seu valor estético e
servindo de base para a aceitagdo de uma grande variedade de pro-
dutos alimenticios por parte dos consumidores.! Em produtos na-
turais, a maioria das substancias responsdveis pela colorag¢do per-
tence a classe dos flavonéides. Os flavondides possuem estrutura
marcada pela presenga de um esqueleto com 15 atomos de carbo-
no na forma C6-C3-C6, e sdo divididos em classes dependendo do
estado de oxidagdo do anel central de pirano.> A Figura | apresenta
a estrutura quimica dos principais tipos de flavonéides.®

Isoflavonas

Figura 1. Estrutura quimica dos principais tipos de flavondides’

Antocianidinas

A classificac@o do tipo de flavondide presente em um extrato de
planta baseia-se inicialmente no estudo das propriedades de solubili-
dade e reagdes de coloracdo. Este procedimento € seguido por andlise
cromatografica do extrato da planta. Os flavondides podem ser separa-
dos por procedimentos cromatograficos e os componentes individuais
identificados, quando possivel, por comparagdo com padroes.

As duas classes de flavonoéides consideradas como mais importan-
tes sdo os flavondis e as antocianidinas.* As antocianidinas apresen-
tam como estrutura fundamental o cdtion flavilico® (2-fenilben-
zopirilium), representado na Figura 2a. A Figura 2b apresenta um exem-
plo de estrutura de antocianidina, conhecida como cianidina.

*e-mail: ronei @igm.unicamp.br

Figura 2. (a) Estrutura do cdtion flavilico e (b) estrutura da antocianidina
cianidina

Os pigmentos ocorrem geralmente na forma de antocianinas,®
que sdo derivadas das antocianidinas. As antocianidinas ndo possu-
em grupos glicosideos e a maioria possui hidroxilas nas posicdes 3,
5 e 7. Ja nas antocianinas, uma ou mais destas hidroxilas estdao
ligadas a agucares, sendo os mais comuns glicose, xilose, arabinose,
ramnose, galactose ou dissacarideos constituidos por esses aguca-
res, aos quais podem estar ligados dcidos fendlicos, como p-
coumdrico, caf€ico, fenilico e vanilico. O agticar presente nas molé-
culas de antocianinas confere maior solubilidade e estabilidade a
estes pigmentos, quando comparados com as antocianidinas.’ A
Figura 3 é um exemplo de estrutura de antocianina presente na
maioria dos vegetais, a cianidina 3-glucosideo.

Figura 3. Estrutura da antocianina cianidina 3-glucosideo

O termo antocianina, derivado do grego de flor e azul (anthos =
flores; kianos = azul), foi inventado por Marquart em 1853 para se
referir aos pigmentos azuis das flores. Percebeu-se mais tarde que
ndo apenas a cor azul, mas também vdrias outras cores observadas
em flores, frutos, folhas, caules e raizes sdo atribuidas a pigmentos
quimicamente similares aos que deram origem ao “flor azul”.’

Com a mesma origem biossintética dos outros flavonéides na-
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turais, as antocianinas sdo estruturalmente caracterizadas pela pre-
senga do esqueleto contendo 15 dtomos de carbono na forma C,-
C,-C,, porém, ao contrério dos outros flavondides, as antocianinas
absorvem fortemente na regido visivel do espectro, conferindo uma
infinidade de cores, dependendo do meio de ocorréncia.’

Devido sua solubilidade em dgua,® as antocianinas ocorrem nos
tecidos de plantas dissolvidas no fluido da célula vegetal, que geral-
mente apresenta pH levemente 4cido.® As antocianinas mais comumente
encontradas em frutas sdo derivadas principalmente de seis
antocianidinas: pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina. A nomenclatura dos pigmentos ¢ derivada da
fonte (do vegetal) em que eles foram primeiramente isolados.” As di-
ferengas entre as vdrias antocianinas estdo no nimero de grupos
hidroxilicos na molécula, no grau de metilacdo destes grupos, na natu-
reza e no nimero de agtcares ligados a molécula e na posi¢do dessas
ligacdes, bem como na natureza e no nimero de dcidos alifticos e/ou
arométicos ligados ao(s) agticar(es) na molécula de antocianina.!

Uma caracteristica marcante das antocianinas estd no fato de
que em solugdes aquosas, apresentam diferentes estruturas em fun-
¢do do pH. De modo geral, em meio extremamente dcido (pH entre
1-2), as antocianinas apresentam coloragdo intensamente avermelhada
devido ao predominio da forma cation flavilico (AH*). Para um meio
com pH maior que 2, é observado um equilibrio entre o cation flavilico
e uma estrutura conhecida como pseudobase carbinol (B). Com o
aumento do pH, as antocianinas perdem a cor até se tornarem prati-
camente incolores em pH aproximadamente 6, devido a predomi-
nancia da espécie pseudobase carbinol. Em valores de pH acima de
6,0, tanto a estrutura pseudobase carbinol quanto anidrobase quinoidal
(A) podem formar a espécie cis-chalcona (C_). A formagdo desta
ocorre com a ruptura do anel heterociclico o que, dependendo do
tipo de antocianina, pode tornar a reagio irreversivel. A formagdo da
cis-chalcona a partir da anidrobase quinoidal pode ocorrer por dois
caminhos diferentes: de maneira direta, resultado de um aumento
brusco de pH, ou com a formagao das espécies anidrobase ionizadas
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(A"), possivelmente provenientes de um aumento gradual de base
entre os valores de pH 6,5 ¢ 9. Ao iniciar-se a ionizacdo das
antocianinas, sdo formadas estruturas de anidrobases que exibem
coloracdo azul. Em meio extremamente alcalino, observa-se o equi-
librio entre formas ionizadas de chalconas cis e trans, apresentando
coloracdo amarelada. Baseando-se em trabalhos anteriores,'*!" jun-
tamente com estudos recentes, sugere-se que as possiveis transfor-
macdes estruturais das antocianinas em meio aquoso em funcéo do
pH podem ser representadas pela Figura 4.

O aquecimento € um fator que acelera a degradagdo das
antocianinas. Em presenca de cétions de Al, Fe, Sn e outros metais,
as antocianinas formam produtos insoldveis que, no caso do alumi-
nio, encontram aplicagdes como corantes que apresentam estabili-
dade ao calor, pH e oxigénio superior a das antocianinas livres. Além
do pH, a luz € um outro fator de grande importancia na alteragio da
cor das antocianinas. A transformagio ¢ mais intensa quando o fator
luz é combinado com o efeito do oxigénio. As antocianinas também
podem se combinar com HSO," presente em muitos alimentos for-
mando produtos incolores provenientes da ligacdo deste com o car-
bono 4 (Figura 2a) da antocianina. A estabilidade das antocianinas
ao descoramento ¢ aumentada consideravelmente pela presenga de
acidos fendlicos. O mesmo efeito € observado pela presencga de
flavonoides ndo-antocidnicos, especialmente os flavondis, como por
exemplo a rutina. Compostos como o acetaldeido, amino &4cidos,
taninos, dentre alguns outros, também conferem aumento na estabi-
lidade da molécula. Esse aumento na estabilidade € atribuido a
copigmentagdo, ou seja, associacdo entre antocianina e flavonol
(copigmento) por ligacdes de hidrogénio, de modo que o flavonol
venha a formar uma estrutura protetora envolvendo a antocianina."

Existe um grande interesse no estudo das antocianinas em diver-
sas dreas, como na satde, devido ao seu grande potencial terapéutico,
na inddstria, com destaque para as aplicagdes na fabricacdo de vi-
nhos e como corantes naturais,'? e também na édrea de ensino em
quimica, onde servem como indicadores de pH.>'* No entanto, a

H’|| OH OH
-H,0 ||+ H20 H*

Pseudobase Carbinol (B)

R

X, O-Acucar

H Ac : -
¢} O O-Aglicar O (0] on (6] ‘
= H* _— =
R

\ \
OH 0] o

Trans-Chalcona (Cy)

Cis-Chalcona (Cc¢)

)

Trans-Chalcona lonizada (Cy)

o

R’

O-Agucar

Cis-Chalcona lonizada (C¢")

Figura 4. Possiveis transformagoes estruturais das antocianinas em meio aquoso em fun¢do do pH
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utilizaciio de antocianinas apresenta restricdes em fungdo de limita-
¢des, como a disponibilidade de matéria-prima produtora de pig-
mentos na quantidade e qualidade requerida, as dificuldades envol-
vendo processos de obtengdo (extragdo, purificacdo e isolamento), o
poder corante reduzido quando comparado aos produtos sintéticos e,
principalmente, a baixa estabilidade apresentada pelas antocianinas.’

O conhecimento da estrutura dos pigmentos, a influéncia de
fatores como pH, temperatura, a presenca de dcidos, agucares,
fons metdlicos e de substancias chamadas de copigmentos assu-
me importancia fundamental no estudo da estabilidade de
antocianinas, visando seu possivel uso em alimentos.! A determi-
nacdo de compostos fendlicos € de grande importancia devido a
relagcdo destes compostos com as qualidades sensoriais dos ali-
mentos, como cor, sabor e aroma." No entanto, os extratos de
plantas apresentam misturas de diferentes substancias, incluindo
diferentes classes de flavondides. As antocianinas, por exemplo,
presentes em pétalas de flores, estdo sempre acompanhadas de
flavonas incolores que se apresentam como copigmentos, sendo
essenciais para a expressdo da cor e fornecendo estabilidade a
antocianina.'””> O conhecimento do tipo de antocianina também se
mostra fundamental no estudo de plantas ornamentais, onde a
predominancia de uma antocianina individual pode determinar a
cor do produto, influenciando diretamente na aceitagdo e no va-
lor comercial do mesmo.'® Outra razdo para a identificacdo de
antocianinas individuais estd na andlise de vinhos adulterados: os
tipos de antocianinas dependem da espécie do género Vitis utili-
zada na fabricagdo do vinho, e sdo determinantes da coloracdo,
aroma e, principalmente, do sabor desta bebida.”

Como os extratos vegetais sdo matrizes complexas, as vezes €
necessdrio que se purifique a amostra para realizar a identificagdo
das substincias presentes. Para o caso de identificacdo de substan-
cias individuais, se faz necessdria a remocdo de substancias interfe-
rentes e a separacdo de compostos de uma mesma classe, e para
estes fins a cromatografia ¢ um método indispensdvel, possibilitan-
do a posterior identificagdo e quantificacdo de compostos, com
alta sensibilidade e eficiéncia.'®

METODOLOGIA ANALITICA

O estudo de antocianinas presentes em extratos vegetais € de-
pendente do objetivo da andlise: a deteccdo da presenga de antocia-
ninas em uma planta pode ser realizada utilizando-se a técnica de
cromatografia em papel (CP), baseando-se na propriedade de mu-
danga de cor em fung¢do do pH apresentada pelas antocianinas; para
fins de identificagdo de antocianinas individuais, como € o caso de
estudos de plantas ornamentais onde a identificacdo do tipo de
antocianina ¢ de fundamental importancia, podem ser empregadas
técnicas mais avangadas, como cromatografia liquida de alta efici-
éncia (CLAE), espectrometria de massas (MS), ressondncia mag-
nética nuclear de prétons (RMN de 'H) e de carbono (RMN de
13C), eletroforese capilar por zonas' (ECZ — Capillary Zones
Electrophoresis, CZE), além de equipamentos que combinam es-
tas e outras técnicas (equipamentos hifenados).

Na identificacdo de um constituinte de uma planta, uma vez
que este tenha sido isolado e purificado, € necessédrio primeira-
mente determinar a classe do composto e, entdo, encontrar qual
substancia em particular estd presente dentro desta classe. Para as
antocianinas, a classe de compostos pode ser facilmente distinguida
por testes de coloragdo."

Como etapa inicial para o estudo de antocianinas, a deteccio da
presenga do pigmento na amostra pode ser realizada utilizando-se a
técnica de cromatografia em papel, onde a presenga ou auséncia do
pigmento antocianina pode ser determinada baseando-se em uma

Quim. Nova

reacdo que envolve mudanca reversivel na coloragdo em funciio do
pH. Para isso, o primeiro passo € a obten¢do do extrato da planta.

As antocianinas s3o instdveis em solu¢des com pH neutro ou alca-
lino, e mesmo em solugdes com pH 4cido a cor pode desaparecer
gradualmente quando a solugdo sofre exposi¢io a luz. Como estes
pigmentos sdo soliveis em solventes polares, devem ser extraidos uti-
lizando-se solugdes alcodlicas de metanol ou etanol contendo dcido
acético ou 4cido cloridrico. O dcido empregado na solucdo diminui o
pH, prevenindo a degradagdo de antocianinas ndo aciladas.”” A maio-
ria dos estudos emprega solugdes alcodlicas de metanol acidificadas
com HCI, no entanto, na andlise de alimentos a solugio de metanol
deve ser substituida por etanol, devido a toxicidade do metanol.” Apds
a maceracdo de quantidade adequada de amostra embebida na solugio
extratora, pode-se obter um extrato suficientemente concentrado para
a aplicagdo direta em cromatografia em papel.

No caso de necessidade de armazenamento, o extrato deve ser
mantido em local escuro e, preferencialmente, a baixas temperatu-
ras."

A cromatografia em papel € uma técnica de separacdo por parti-
¢do liquido-liquido: a celulose € constituida por varias unidades de
glicose anidra ligadas por dtomos de oxigénio, de modo que um
liquido polar como a dgua tem grande afinidade pelas hidroxilas de
cada glicose, formando ligacdes de hidrogénio, ficando retido e fun-
cionando como fase estaciondria, e os liquidos menos polares
(solventes orgénicos) sdo repelidos e funcionam como fase mével.”!
No estudo de antocianinas o solvente mais utilizado € a solucdo de
BAW (butanol - 4cido acético - d4gua, na maioria das vezes na pro-
porgdo 4 : 1 : 5).22 Como a fase estaciondria ¢ um liquido, o processo
de separagio ocorre por particio, baseando-se nas diferentes solubi-
lidades dos componentes da amostra na fase estaciondria.

Apds o desenvolvimento cromatogréfico, o aparecimento de
mancha(s) colorida(s) € o primeiro indicio da possibilidade de exis-
téncia de antocianinas no extrato.”> Baseando-se na propriedade apre-
sentada pelas antocianinas de variar a colora¢do de forma reversivel
em fungdo do pH,'**? é possivel detectar se a mancha observada é
devido a presenca de antocianinas ou outras substincias, como por
exemplo as betacianinas, presentes em beterraba (planta da familia
Centrospermae). As betacianinas sdo pigmentos soldveis em dgua e
apresentam coloracdo vermelho-escura quando em meio levemente
dcido, o que pode causar grande confusdo em uma tentativa inicial
de classificagdo do tipo de pigmento. A principal betacianina € a
betanina. No entanto, as antocianinas € as betaninas ndo ocorrem
simultaneamente em uma mesma planta: algumas plantas substitu-
em biossinteticamente as antocianinas por betaninas, como € o caso
de plantas da familia Centrospermae, como cacto (cacti), flores do
tipo bougainvillea, arbustros como os conhecidos como pokeweed,
Phytolacca e algumas plantas ornamentais como rabo de gato
(Amaranthus).” Neste caso, baseando-se na mudanca de estruturas
decorrentes da variagdo do pH do meio (Figura 4), ao mudar o pH do
cromatograma para levemente alcalino pela exposi¢do a vapores de
amonia, a mancha deve mudar de coloragdo. Devem-se tomar os
devidos cuidados para n@o tornar o meio alcalino a ponto de causar a
formacao das chalconas ionizadas (ruptura do anel) o que, em al-
guns casos, torna a reagdo irreversivel. Caso a substancia mude de
cor, deve-se borrifar solugdo 4cida, revertendo o pH para o valor
inicial e, dessa forma, voltando a cor inicial. As betacianinas dife-
rem das antocianinas por serem mais instdveis,"”” de modo que ao
mudar o pH para valores mais elevados (de 2 para 7, por exemplo) as
betaninas sofrem transformagdes irreversiveis em sua estrutura, en-
quanto que as antocianinas retomam a forma inicial.

Para estudos com finalidades apenas de detec¢do da presenga de
antocianinas em extratos vegetais, o teste de cromatografia em papel é
suficiente. Em estudos com finalidade de identificagdo de antocianinas
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individuais, a cromatografia em papel deve ser encarada apenas como
teste preliminar pois, neste caso, existe a necessidade de purificacdo,
melhor separacdo e isolamento das antocianinas. A cromatografia em
camada delgada (CCD) pode ser uma alternativa atraente para a
cromatografia em papel, pois fases estaciondrias diferentes podem ser
empregadas, possibilitando diferentes mecanismos de separacdo. As
principais vantagens da CCD quando comparada a CP sdo a versatili-
dade e sensibilidade.” No entanto, apesar de um custo mais elevado,
as técnicas mais avangadas apresentam melhor eficiéncia, melhor re-
solugdo e resultados mais confidveis na separagdo, como € o caso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar
por zonas (ECZ) e cromatografia contra-corrente de alta velocidade
(CCCAV - High-speed countercurrent chromatography, HSCCC).

Viérios métodos t€m sido utilizados com sucesso para a purifica-
¢do dos extratos brutos de antocianinas, contudo, o método mais utili-
zado atualmente € a extra¢do em fase solida (Solid Phase Extraction,
SPE) em cartuchos C , e Sephadex. Isto se deve a simplicidade relati-
va para eliminagdo das impurezas, tais como substancias polares e
ndo fendlicas. O procedimento para purificacdo das antocianinas en-
volve a aplicac@o do extrato antocidnico bruto no cartucho contendo
material sorvente, seguido da eluicdo dos componentes individuais
com solventes apropriados. As antocianinas ficam fortemente ligadas
aos adsorventes por seus grupos hidroxil ndo-substituidos. Desta for-
ma, primeiramente sdo eluidas as substancias mais polares que as
antocianinas, tais como agucares, dcidos e substincias soldveis, e pos-
teriormente s&o eluidos os pigmentos antocianicos.*!22320

Para a separac@o das antocianinas, técnicas como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia contra-corrente
(CCO)'® e eletroforese capilar por zonas (ECZ)* tém sido as mais
utilizadas. A cromatografia em papel e a cromatografia em camada
delgada também podem ser utilizadas na etapa de separagdo, no en-
tanto, ndo oferecem nenhuma outra vantagem além do custo quando
comparadas com, por exemplo, a eficiéncia de separagdo apresenta-
da por CLAE e ECZ. Quando se trabalha com grandes quantidades
de extrato, uma alternativa € a cromatografia em coluna aberta.

Atualmente, a técnica mais utilizada, e uma das principais, para
separagdo de antocianinas ¢ a CLAE com fase reversa. Este tipo de
cromatografia utiliza instrumentos sofisticados que podem ser total-
mente automatizados. E um tipo de cromatografia liquida que em-
prega colunas fechadas, recheadas de materiais especialmente pre-
parados e uma fase mével que € eluida a altas pressdes, apresentan-
do a capacidade de realizar separacdes de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tem-
po de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilida-
de. Além de permitir excelente separagdo, esta técnica possibilita
simultaneamente separar, identificar e quantificar pigmentos
antocidnicos sem requerer purificagéio excessiva dos extratos.”

Uma outra técnica que pode ser empregada na separacdo de
antocianinas € a cromatografia contra-corrente de alta velocidade
(HSCCC), descrita como um processo de separacdo no qual uma fase
liquida € retida no espiral da coluna por for¢a centrifuga, enquanto
uma segunda fase liquida imiscivel passa continuamente por ela. Por
se tratar de uma técnica de suporte-livre liquido-liquido, a retencéo
dos solutos ¢ determinada exclusivamente por seus coeficientes de
particdo, e o problema da adsor¢do dos solutos na fase estaciondria é
eliminado.?® Segundo alguns autores,”3!' as maiores vantagens desta
técnica de separagdo quando comparadas com CLAE preparativa sao
as menores quantidades de fase mével requeridas, a ndo adsor¢io dos
analitos (compostos de interesse) na fase estaciondria e a completa
recuperacdo da amostra. No entanto, a CLAE apresenta melhor reso-
lugéo e menor tempo de andlise que a técnica de HSCCC.

As antocianinas encontradas na natureza sdo mdveis em um cam-
po elétrico. Baseando-se neste fato, a eletroforese capilar, que € uma
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ferramenta analitica relativamente nova, também pode ser utilizada
na separagio de antocianinas.®* Em 2003, Sdenz-Lépez et al.”” desen-
volveram um método utilizando CZE para determinagio de
antocianinas em vinho, mostrando que a técnica pode ser uma ferra-
menta muito Util para andlise de antocianinas. Recentemente, o0 mes-
mo grupo fez uma seqiiéncia de estudos sobre antocianinas, tais como
ordem de migracdo de antocianinas em vinhos® e andlise de vinho
envelhecido® utilizando CZE. A eletroforese capilar tem como van-
tagens alta sensibilidade, alta resolu¢do, baixo consumo de amostra
e geracdo minima de residuos. No entanto, quando comparada a
CLAE, apresenta menor sensibilidade e menor eficiéncia na separa-
¢io* de antocianinas em amostras complexas, o que deve ser o fator
limitante, resultando na baixa quantidade de trabalhos publicados
utilizando esta técnica para a separacdo de antocianinas.

A cromatografia gasosa € outra técnica que pode ser emprega-
da na separag@o de antocianinas. Nesta técnica, a separacido ba-
seia-se na diferente distribuicdo das substincias da amostra entre
uma fase estaciondria sélida ou liquida e uma fase mdvel gasosa.
De acordo com o tipo de fase estaciondria utilizada, a cromatografia
gasosa pode ser classificada em cromatografia gds-sélido,
cromatografia de fase ligada e cromatografia gds-liquido, sendo
esta Ultima a forma mais utilizada de cromatografia gasosa. Esta
técnica é mais utilizada para a separacdo de gases ou substancias
voldteis,”' no entanto, devido ao fato das antocianinas ndo apresen-
tarem volatilidade, existe a necessidade de derivatizacio dos pig-
mentos, processo que dificulta o uso desta técnica.

As téenicas de hidrélise podem servir como um complemento para
a identificagdo de antocianinas, auxiliando na separag¢io das
antocianinas de seus agucares e dcidos ligados. A hidrdlise 4cida ge-
ralmente € realizada com &cido cloridrico concentrado em temperatu-
ras relativamente altas, provocando a ruptura das ligagdes glicosidicas,
levando ao aparecimento dos aglicares e suas antocianidinas. As
antocianidinas e os agticares podem, entdo, ser identificados por téc-
nicas como cromatografia em papel. Para a identificacdo das
antocianidinas € desejavel a comparagdo com padrdes. No caso da
hidrélise alcalina, é provocada a ruptura entre as ligagdes dos grupos
acil. A andlise desses grupos pode ser realizada ap6s a extracio do
solvente por técnicas como espectroscopia e cromatografia.”

Uma vez separadas e purificadas, as antocianinas podem ser
identificadas por vdrias técnicas, sendo que as mais utilizadas
sdo a espectrometria de ressondncia magnética nuclear de carbo-
no (RMN C) e de préton (RMN 'H), e espectrometria de massas
(MS), que, na maioria das vezes, aparece combinada com CLAE.
A introdug¢@o dos sistemas de detec¢do por arranjo de diodos
(DAD) e sua utilizacdo quando acoplado com CLAE abriram no-
vas perspectivas para a separacdo, identificacdo e quantificagdo
de antocianinas, devido a possibilidade de se obter espectros com-
pletos na regido ultravioleta/visivel durante as andlises cromato-
graficas. Os métodos de deteccdo e identificacido de antocianinas
além das técnicas de espectrofotometria UV-Vis, podem envol-
ver sistemas de deteccdo de espectrometria de massas (MS) e
ressondncia magnética nuclear (RMN).%

Para a identificacdo das antocianinas em alimentos e plantas po-
dem ser utilizados dois procedimentos: comparagdo direta, quando ha
disponibilidade de padrdes, ou comparagdo indireta, se ndo houver
material padrdo. Neste caso, segundo Harborne,'> uma comparagio
cuidadosa com dados da literatura pode ser aceitdvel. A comparagido
indireta, embora seja um método sujeito a erros, € justificada pela
falta de padrdes e pelo longo e trabalhoso procedimento para identifi-
cagdo. No caso de uma nova espécie, o uso de técnicas como CLAE,
RMN BC e RMN 'H, MS, além da combinagio destas técnicas, po-
dem fornecer informagdes que ajudam na caracteriza¢do do pigmen-
to. A técnica de CLAE estd na grande maioria das vezes apenas na
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etapa de separagdo, pois existe uma grande dificuldade na identifica-
¢do de antocianinas, ndo apenas em CLAE, mas em todas as outras
técnicas, devido a falta de padrdes de pigmentos antocianicos.

Com o intuito de minimizar a dificuldade da falta de padrdes e
dos trabalhosos procedimentos para a identificagdo de antocianinas,
em 1999, Goiffon er al.* propuseram um método para identificagao
baseado nos parametros que afetam a retencdo da cromatografia li-
quida. Na metodologia proposta, os autores relacionam o tempo de
reten¢do de vdrias antocianinas com o tempo de retencdo de uma
antocianina que estd presente na maioria das frutas vermelhas: a
cianidina-3-glucosideo. Sugere-se que essa relagdo dos tempos de
retengdo (ov) seria a forma de identificar as diferentes antocianinas.
Dessa forma, a identificacdo de antocianinas em frutas € facilitada
consideravelmente, minimizando o problema da falta de padrdes.
Goiffon et al. determinaram o valor de o para 40 antocianinas e
antocianidinas utilizando 2 tipos de eluentes, enquanto que na mai-
oria dos trabalhos descritos na literatura para identificacdo de
antocianinas cita-se apenas um tipo de fase mdvel.

A espectrofotometria UV-Vis € uma ferramenta auxiliar muito
importante nas andlises de antocianinas, principalmente quando
acopladas com técnicas como a CLAE. As antocianinas apresentam
diferentes perfis espectrais dependendo do pH, devido a predomi-
nancia de diferentes estruturas em cada meio, como pode ser ob-
servado na Figura 4. Segundo alguns pesquisadores, como Francis,”
quando a antocianidina e o(s) actcar(es) é(sdo) conhecido(s), os
dados espectrais podem ser ferramentas muito uteis na determina-
¢do da posicao da ligagdo glicosidica. Este autor afirma que quan-
do uma antocianina possui uma molécula de agucar ligada ao car-
bono da posigdo 5, em meio 4cido, observa-se um ombro na banda
de absor¢do em 440 nm, além da banda do cation flavilico em 520
nm. No entanto, mesmo servindo como ferramenta complementar
para as andlises qualitativas, quando utilizada em conjunto com
andlises por CLAE, a espectrofotometria UV-Vis, quando aplicada
sozinha, apresenta maior utilidade em andlises quantitativas.

Uma aplicaciio interessante da espectrofotometria UV-Vis no
campo da identificacdo de antocianinas foi realizada em 2000 por
Cabrita et al.,*® onde foi proposta a identificagcdo de grupos de
antocianinas. Os autores relatam que as antocianinas podem ser di-
vididas em dois grandes grupos de acordo com o perfil da curva
obtida no comprimento de onda de mdxima absor¢do de cada
antocianina em func@o do pH. As curvas caracteristicas de cada gru-
po podem ser explicadas pelos grupos substituintes no anel B da
estrutura fundamental das antocianinas (Figura 2a). O nimero de
substituintes oxigenados (hidroxi ou metoxi) no anel B causa um
efeito batocrdmico em valores de pH relativamente baixos, bem como
para valores de pH altos. Assim, os grupos hidroxi e metoxi apresen-
tam efeitos similares sobre as formas croméforas azuladas presentes
no equilibrio. Nesse trabalho foram utilizados morangos, arroz, Abies
koreana e blueberries como fontes de antocianinas, sendo que os
mesmos passaram por processos de purifica¢do e isolamento com
CLAE de fase-reversa para posterior identificacio utilizando-se res-
sonancia magnética nuclear, comprovando que a espectrofotometria
¢ uma excelente ferramenta complementar nas andlises de
antocianinas. Mesmo apresentando como vantagem custo relativa-
mente baixo quando comparada com as técnicas mais avangadas,
devido a grande quantidade de substancias presentes em um extrato
vegetal, ndo se pode confiavelmente afirmar sobre a estrutura de um
pigmento apenas pela observacdo do espectro UV-Vis obtido.

Uma técnica que pode disponibilizar excelentes informacdes
sobre a féormula molecular de uma antocianina € a espectrometria
de massas (MS). A espectrometria de massas, em sua esséncia,
consiste na geracdo de fons pela fragmentagdo das moléculas da
amostra e a detec¢@o dos fragmentos € feita de acordo com a mas-
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sa.'” Os fons positivamente carregados produzidos sido acelerados
em um campo magnético que dispersa e permite medidas relativas
de fons de diferentes razdes massa/carga. O resultado da medida
da abundancia dos fons versus a massa constitui o espectro de mas-
sas, que consiste de uma série de linhas variando em intensidade
em diferentes unidades de massa. Para a andlise de antocianinas,
geralmente empregam-se fontes de bombardeamento réapido de dto-
mos?’ (Fast Atom Bombardment, FAB) e spray de elétrons
(Electrospray lonization, ESI). Uma caracteristica importante da
ESI estd no fato de que as amostras devem ser introduzidas na
forma de solugdo, tornando possivel o acoplamento com muitas
técnicas de separagdo, como a CLAE. A vantagem da técnica de
espectrometria de massas estd na capacidade de indicar a férmula
molecular exata da substancia sem a necessidade de grandes quan-
tidades de amostra, pois a técnica pode trabalhar com quantidades
a nivel traco.” No entanto, deve-se tomar cuidado com a presenca
de isomeros, o que provavelmente € seu fator limitante. A melhor
forma de prevengdo contra este erro deve estar nas etapas de puri-
ficagdo e isolamento, apds detecgdo da presenca de antocianinas
no extrato.

Com a possibilidade de utilizagdo de equipamentos avancados
que fornecem informacgdes tais como espectro de massa e RMN de
carbono e prétons, o procedimento para a elucidagio da estrutura
de uma antocianina deve, em sua primeira etapa, levar ao reconhe-
cimento da férmula molecular, pois assim se pode ter uma idéia
geral da molécula (isto €, o niimero e o tipo de d4tomos). A obten-
¢do da férmula molecular comeca com a localiza¢do do pico do
ion molecular obtido pelo espectro de massas. A partir deste ponto
os espectros de RMN podem trazer as informagdes sobre a locali-
zacdo dos atomos de carbono e hidrogénio na estrutura da molécu-
la. Observa-se que a confiabilidade dos resultados estard relacio-
nada com a pureza atingida.

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode
disponibilizar informagdes para a determinagdo da estrutura de um
composto organico, através da medida dos momentos magnéticos de
dtomos de carbono e hidrogénio.” A espectroscopia RMN ¢é basica-
mente uma outra forma de espectroscopia de absorcdo, onde, sob con-
di¢des apropriadas em um campo magnético, uma amostra pode absor-
ver radiac@o eletromagnética na regido de radiofreqiiéncias em uma
freqiiéncia regida pelas caracteristicas estruturais da molécula, sendo
que a absor¢do € funcdo de determinados niicleos da molécula. 4

A técnica de espectroscopia de RMN mais eficiente para a
elucidagio estrutural ¢ a RMN em duas dimensdes. As duas dimen-
sdes referidas no espectro 2-D sdio os eixos de freqiiéncia, onde o
experimento exige duas transformadas de Fourier perpendiculares
entre si em dois eixos de tempo independentes, que levam a dois
eixos de freqiiéncia ortogonais.” Uma das maiores vantagens de se
trabalhar com RMN em comparagéo com técnicas como, por exem-
plo, a CLAE na identificacdo de antocianinas estd no fato da nio
necessidade de padrdes. No entanto, as dificuldades para este méto-
do estdo na complexidade dos espectros e na influéncia do solvente.

O acoplamento de diferentes técnicas instrumentais constituin-
do os instrumentos hifenados ou técnicas de segunda ordem, tais
como a cromatografia liquida com detec¢@o por espectrometria de
massas ou detec¢do na regido UV-Vis através de um sistema de ar-
ranjo de diodos, vem sendo cada vez mais aplicado em laboratérios
de quimica analitica por permitir a obtencdo de informacdes adicio-
nais provenientes da correlacdo de diferentes respostas, como por
exemplo, um espectro de absor¢io e um perfil cromatografico, obti-
dos simultaneamente de uma mesma amostra.*'#* O uso de técnicas
hifenadas, combinando separagdo e identificacido das antocianinas,
é comum. Desta forma, a identificacdo das antocianinas fica facili-
tada pela quantidade de informagdes que pode ser disponibilizada
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por estes equipamentos. Isto se deve a alta seletividade, melhora no
limite de determinacdo e reduc@o no tempo de andlise.’

O rédpido e continuo desenvolvimento na instrumentagdo nos
ultimos anos, em particular aqueles que envolvem espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas, tem
proporcionado considerdvel impeto para a elucidacdo estrutural em
todos os campos da quimica de produtos naturais. Para as
antocianinas, isto significa que estruturas extremamente comple-
xas podem ser determinadas. Em geral, essas determina¢des nio
requerem derivatizagdes continuas ou degradagdes, porém, o uso e
a manutencio de equipamentos mais sofisticados eleva significati-
va o custo, limitando desta forma seus usudrios e aplicagdes.

Uma das maiores dificuldades da resolugd@o espectrofotométrica
de sistemas quimicos € a estimativa do nimero, da concentracdo e
dos espectros das espécies envolvidas no sistema. Diferentes técni-
cas estatisticas multivariadas tém sido utilizadas para se encontrar a
melhor metodologia para extrair informago destes sistemas, com o
objetivo de identificar as espécies presentes e determinar qualitati-
vamente e quantitativamente as concentragdes de algumas ou todas
elas. Essas técnicas sdo conhecidas como métodos quimiométricos. A
aplicabilidade de cada metodologia depende do conjunto de dados
(informagéo experimental) submetidos a andlise.”> Em pesquisas re-
centes, foram utilizados métodos quimiométricos associados a da-
dos espectrofotométricos para auxiliar na identificagdo de
antocianinas extraidas de flores do género Hibiscus.**® Nestes tra-
balhos, observa-se que com a aplicacdo de métodos quimiométricos
em dados espectrofotométricos, foi possivel identificar antocianinas
sem a utilizacdo de técnicas muito dispendiosas: identificaram-se
equilibrios entre diferentes formas de antocianinas, onde os valores
calculados para as constantes de equilibrio se encontram em exce-
lente concordancia com valores sugeridos pela literatura.

CONCLUSOES

No geral, observa-se que uma das maiores dificuldades na iden-
tificacdo das antocianinas individuais € a falta de padrdes, e que a
escolha do método a ser utilizado depende do objetivo da andlise.
Para a deteccdo da presenga de antocianinas em um vegetal, um
simples teste utilizando-se cromatografia em papel pode ser sufi-
ciente. Métodos Opticos como UV-Vis sdo ferramentas comple-
mentares muito Uteis para a caracterizacdo de antocianinas. Identi-
ficacdes de antocianinas individuais exigem métodos mais avanca-
dos como CLAE, espectroscopia RMN e espectrometria de mas-
sas. A combinacdo destas técnicas pode trazer informacdes sufici-
entes para a completa elucidacio da estrutura de uma antocianina,
no entanto, devem-se tomar os devidos cuidados com andlise de
is6topos no caso da MS, na escolha do solvente em RMN, além de
um cuidado especial na etapa de separacdo e isolamento, que pode
influenciar em todo o resultado final.

De acordo com as pesquisas realizadas até hoje, fica claro que
ndo existe um critério definido para a caracterizagdo de novas
antocianinas presentes em novas plantas.
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