UFRRJ
INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

TESE

EXTRACAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE
ANTOCIANINAS DE FONTES NATURAIS E A SUA APLICACAO NA
ANALISE DE ALIMENTOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

ANA CRISTINA MIRANDA SENNA GOUVEA

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLGIA DE
ALIMENTOS

EXTRACAO, ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE
ANTOCIANINAS DE FONTES NATURAIS E A SUA APLICACAO NA
ANALISE DE ALIMENTOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa

Sob a orientacéo
Prof. Ronoel Luiz de Oliveira Godoy, D.Sc.

E Co-orientacéo de
Manuela Cristina Pessanha de Araujo Santiago, D.Sc.

Tese submetida como requisito parcial
obtencdo do grau de Doutor em
Ciéncias, no Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Area de Concentracdo em
Ciéncia de Alimentos.

Seropédica, RJ
Junho de 2015



664.07
G719%e

Gouvéa, Ana Cristina Miranda Senna, 1960-
Extracdo, 1isolamento e caracterizacéo
de antocianinas de fontes naturais e a
sua aplicagdo na andlise de alimentos por
cromatografia liquida / Ana Cristina
Miranda Senna Gouvéa. - 2015.
198 f£.: il.

Orientador: Ronoel Luiz de Oliveira
Godoy

Tese (doutorado) - Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Curso de
P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 2015.

Bibliografia: f. 156-166.

1. Alimentos - Andlise - Teses. 2.
Antocianinas - Teses. 3. Analise
cromatogradfica - Teses. 4. Tecnologia de
alimentos - Teses. I. Godoy, Ronoel Luiz
de Oliveira, 1951- IT. Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro. Curso

de Pb6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos. III. Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA . A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

ALIMENTOS

ANA CRISTINA MIRANDA SENNA GOUVEA

Tese submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias no
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, area de Concentracao
em Ciéncia de Alimentos.

TESE APROVADA EM 18/06/2015

Ronoel Luiz de Oliveira Godoy, D.Sc.
(Orientador)

Mirian Ribeiro Leite Moura, D.Sc.
(Membro — UFRJ)

Renata Galhardo Borguini, D.Sc
(Membro — Embrapa-CTAA)

Maria Ivone Martins Jacinto Barbosa, D.Sc.
(Membro - DTA-UFRural-RJ)

Gloria Maria Direito, D.Sc.
(Membro - UFRural-RJ)



AGRADECIMENTOS

Primeiro a Deus pelas oportunidades que tem colocado na minha trajetoria. Ao meu
pai agradeco por ter existido na minha vida e mesmo ausente sinto seu apoio e orgulho por
mais essa vitoria.

Aos meus orientadores professor (D.Sc) Ronoel L. Oliveira Godoy e (D. Sc) Manuela
Cristina P. A. Santiago pelo incentivo, carinho, paciéncia e pela atencéo e suporte de
acreditarem no meu trabalho.

As amigas Renata, Carolina Passos e, especialmente, & Fernanda pelas palavras de
incentivo, amizade e troca de experiéncias.

Com carinho aos colegas do laboratorio de Cromatografia: Luzimar, Sidney, Juliana,
Allien, Luciana, Elaine, Victor e aos demais que por ventura viemos a trabalhar juntos e cuja
convivéncia foi muito gratificante.

A minha familia principalmente mée e irmdos que compreenderam minha auséncia
nestes Gltimos quatro anos.

Ao Dr. Marcelo da Costa Souza, pelas identificac6es botanicas e orientagdes para as
coletas de plantas.

As minhas amigas lolanda e Tininha, mais uma vez pela amizade e incentivo e pelo
apoio, compreensdo e paciéncia.

A professora (D.Sc) Isabel M.P.L.VV.O. Ferreira, pela orientacdo e carinho, e aos
amigos que fiz em Porto, pois devido a recepcdo calorosa fizeram que eu me sentisse mais
perto de casa apesar da grande distancia.

Ao CNPq e a Capes pelo apoio financeiro que possibilitou o desenvolvimento desse
projeto.



DEDICATORIA

A minha familia, pela dedicac&o e paciéncia e por compreenderem minha auséncia
durante essa jornada. Especialmente ao meu marido Ary e minhas filhas Priscila e Gabriela
pelo carinho.



“Nao ha saber mais ou saber menos: ha saberes diferentes”
Paulo Freire



RESUMO

GOUVEA, Ana Cristina Miranda Senna. Extracdo, isolamento e caracterizacdo de
antocianinas de fontes naturais e a sua aplicagdo na anélise de alimentos por
cromatografia liquida: Seropédica, RJ. 2015. 198p Tese (Doutor em Ciéncia, Ciéncia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Nos ultimos anos, o grande interesse por alimentos naturais, saudaveis e que possam trazer
consigo a proposta de atuar como coadjuvantes na redugdo do risco de doencas cronicas tem
impulsionado o meio cientifico a identificar e quantificar os seus principios ativos. As
antocianinas, pigmentos hidrossolUveis presentes em alimentos de origem vegetal, apresentam
efeitos bioativos que estdo relacionados ao seu poder antioxidante. Sendo assim, varios
trabalhos cientificos vém relatando a importancia do seu desempenho na reducéo do risco de
desenvolvimento de doengas como as cardiovasculares, do sistema imunoldgico, cancer e sua
progressdo. Para sua andlise de identificacdo e quantificacdo, hd necessidade de se adquirir
padrdes analiticos. Devido a grande diversidade de substituintes em sua estrutura, o desafio
estd em encontrar disponiveis comercialmente padrdes de referéncia dessas diversas
substancias. Este trabalho teve como objetivo estudar e selecionar matrizes que possam servir
de fontes para obtencdo de padrdes antocianicos. Neste contexto, a obtengdo destes padrbes a
partir de fontes naturais podera viabilizar a determinacdo, de forma mais precisa, das
concentragcOes existentes dessas substancias em alimentos que estejam na forma natural ou
processados. Para conducdo do trabalho foram realizados estudos para melhoria das etapas
cromatogréafica, de extracdo, e de isolamento e purificacdo das antocianinas. Nas analises
cromatograficas foram utilizados os sistemas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/DAD) e Cromatografia de Ultra Eficiéncia (CLUE) acoplado ao detetor de massas
acuradas Q-TOF (ESI"). No desenvolvimento do método cromatogréafico, reduziu-se o tempo
da corrida com uso de coluna com particula inferior a 3pum_Foram testados trés procedimentos
de extracdo da substancia na matriz, visando proporcionar rapidez a técnica. Para o
isolamento e purificacdo das substancias, foram utilizados trés tipos de técnicas: uso de uma
valvula seletora de canais Rheodyne de seis canais; coluna aberta de vidro (fase Cig) e
cartuchos Sep Pak Ci5 e Oasis® MCX Cation-Exchange SPE (troca iénica). Ap6s as etapas de
melhoria e desenvolvimento, foram estudadas ao todo 43 matrizes como potenciais fontes
provedoras de padrfes de antocianinas. As substancias foram separadas por CLAE e
caracterizadas com auxilio conjunto de quatro parametros: tempo de retencdo, dados da
relagdo espectrofotométrica na regido do UV-Visms com as estruturas da molécula, massas
acuradas dos seus ions moleculares e fragmentos e, distincdo das rotas de fragmentacdes.
Assim sendo, esses parametros permitiram a identificacdo nas matrizes de substancias que
apos isoladas puderam ser utilizadas como padrdes, com alto grau de pureza, permitindo
assim a identificacdo e quantificacdo de antocianinas nas analises cromatograficas. No
presente trabalho foi possivel ainda realizar a validacdo do método de analise cromatogréafica
desenvolvido e implantado, o qual foi aplicado para o estudo e caracterizagdo dos perfis
antocianicos até entdo desconhecidos de dois frutos da familia das Myrtaceae.

Palavras Chaves: CLUE-QTOF. CLAE/DAD. Antocianinas. Troca cationica. Purificacdo.



ABSTRACT

GOUVEA, Ana Cristina Miranda Senna. Extraction, isolation and characterization of
anthocyanins from natural sources and their application in food analysis by liquid
chromatography: Seropédica, RJ. 2015. 198p Tese (Doctor of Science, Food Science).
Instituto de Tecnologia, Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

In recent years, the great interest for natural, healthy foods and that may bring the proposal to
act as an aid in reducing the risk of chronic diseases has driven the scientific community to
identify and quantify their active ingredients. Anthocyanins, water-soluble pigments present
in plant foods, have bioactive effects that are related to its antioxidant power. Therefore,
several scientific papers have reported the importance of their performance in reducing the
risk of developing diseases such as cardiovascular, immune system dysfunction, cancer and
its progression. For their analysis identification and quantification, it is necessary to purchase
analytical standards. Because of the wide variety of substituents in structure, the challenge is
to find commercially available reference standards of these various substances. This work
aims to study and select matrices that can be used as sources for obtaining anthocyanin
standards. In this context, the idolated compound obtained from these natural sources may
allow the quantification in more precise manner, of the existing concentration of such
substances in food that are in the natural or processed form. Studies were carried out for
improvement of chromatographic, extraction, and isolation and purification steps, enabling
the work conduction. Chromatographic analysis were performed using High Performance
Liquid Chromatography (HPLC / DAD) and Ultra Performance Liquid Chromatography
(UPLC) coupled to an accurate mass detector Q-TOF (ESI +). In the development of
chromatographic method, the run time was reduced by using column with particles lower than
3um. Three extraction procedures were tested in order to make this step faster. Different
methodologies for isolation and purification of substances were evaluated, by using the
Rheodyne® channels selector valve, a glass column (Cys phase) and Sep-Pak Cyg cartridges
and Oasis® MCX Cation-Exchange SPE (ion exchange). After the improvement and
development steps, 43 matrices were studied as potential sources to be used as anthocyanin
standards. The compounds were separated by HPLC and characterized by using four
parameters: retention time, relationship between data of the UV-Visnsx spectrophotometric
region and the molecule structures; their molecular ions accurate masses and fragments; and
fragmentation routes differences. Thus, these parameters have allowed the identification of
substances in the matrices that after isolated could be used as analytical standards, with high
purity, thus allowing the identification and quantification of anthocyanins in chromatographic
analysis. In the present work, it was possible to validate the developed and implemented
chromatographic method, which was applied for the study and characterization of
anthocyanin unknown profiles of two fruits of the Myrtaceae family.

Keywords: UHPLC-QTOF. HPLC/DAD. Anthocyanin. Cation-exchange. Purification.
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Figura 70: Espectros de massa acurada em modo EM/EM (ESI™): (A)
substancia equivalente ao pico 16; (B) substancia equivalente ao pico 19 E;
(C) substancia equivalente ao pico 20.

Figura 71: Cromatograma no CLAE/DAD a 520 nm do extrato do epicarpo
da uva-preta do Chile (Vitis vinifera spp) utilizando metodologia II.

Figura 72: Espectros de absorcdo na regido UV-Vismsx do extrato do
epicarpo da uva-preta do Chile (Vitis vinifera spp) obtidos no DAD (520 nm)
enumerados conforme cromatograma da Figura 71.

Figura 73: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-
QTOF (ESI"): (A) substancia equivalente ao pico 1; (B) substancia
equivalente ao pico 2; (C) substancia equivalente ao pico 3; (D) substancia
equivalente ao pico 4 e; (E) substancia equivalente ao pico 5.

Figura 74: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos no CLAE/DAD a 520
nm. (A) Cromatograma em preto obtido do extrato do epicarpo da uva-preta,
(B) cromatograma em vermelho do extrato da Jugara, onde pico 2: cianidina-
3-O-glicosideo e 3 cianidina-3-O-rutenosideo.

Figura 75: Cultivares (cv) de uvas finas tintas de mesa: Uva-preta do Chile;
Red-Globe (RG); Niagara Rosada (NR); Kyoho (K), Fonte: (Embrapa, 2005;
DETONI et al., 2005).

Figura 76: Cromatogramas (perfis das antocianinas) extraidos do
CLAE/DAD a 520 nm dos extratos do epicarpo das uvas: Uva-Preta do Chile;
Red Globe; Niagara Rosada; e Kyoho. Identificacdo dos picos Tabela 19.
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Figura 77: Cromatograma no CLAE/DAD a 520 nm do extrato da acerola
utilizando metodologia II.

Figura 78: Espectros de absorc¢ao na regido UV-Vismax do extrato da acerola
obtidos no DAD (520 nm) enumerados conforme cromatograma da Figura 77.

Figura 79: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no EM-QTOF
(ESI™) das substancias equivalentes aos picos 1e 2 (Figura 77): (A) cianidina-
3-O-ramnosideo e (B) pelargonidina-3-O- ramnosideo.

Figura 80: Cromatograma do extrato metandlico da cebola roxa (A) e
framboesa vermelha (B), extraido utilizando a metodologia Il de anéalise no
CLAE/DAD a 520nm. Identificagdo dos picos 1 e 2, nos dois cromatogramas,
na Tabela 21.

Figura 81: Espectros de absor¢do no UV-Vismsx relativos aos picos 1 e 2 do
extrato da: (A) cebola roxa e (B) framboesa, obtidos no DAD (520 nm)
enumerados conforme cromatograma da Figura 80.

Figura 82: Estruturas das antocianinas: A) cianidina-3-O-soforosideo e B)
cianidina-3-O-laminaribiosideo.

Figura 83: Cromatograma do extrato metandlico do repolho roxa extraido
utilizando a metodologia Il de analise no CLAE/DAD a 520nm. Espectro de
absorcdo no UV-Visysx da substancia equivalente ao pico 1.

Figura 84: Espectro de massa acurada em modo EM/EM no EM-QTOF
(ESI™), ap6s energia de colisdo de 8 eV, da substancia equivalente ao pico 1
da Figura 83 e, rota de fragmentacao proposta.

Figura 85: Cromatograma do extrato metanolico da alface roxa extraido no
CLAE/DAD a 520nm, utilizando a metodologia Il de analise. Espectros de
absorcdo no UV-Visnsy relativo as substancias equivalentes aos picos de 1 a
4.

Figura 86: Estrutura da antocianidina cianidina-3-O- (6”’malonilglicosideo),
indicando a massa acurada de seus fragmentos, ap0s perda de massa neutra 86
Da e 162 Da.

Figura 87: Cromatograma do extrato do fruto da améndeira, CLAE/DAD
(520 nm) ,e os espectros de absor¢édo na regido do UV-Vismsx..

Figura 88: Espectros de massa em modo EM/EM, obtidos no EM QTOF
(ESI™), das substancias: picos (1); (2); (3), respectivamente.

Figura 89: Fruto da amendoeira (Terminalia catappa L.) - C (casca); P
(Polpa); PF (Parte Fibrosa).

Figura 90: Apresenta os trés cromatogramas, representando o perfil, dos
extratos metanolicos obtidos da Casca, Polpa e Polpa Fibrosa do fruto da
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amendoeira (Terminalia catappa L.).

Figura 91: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD a 520 nm das matrizes:
A) ameixa vermelha; B) jambo vermelho; C) Amora silvestre; D) Jabuticaba
(cv. Plinia grandifolia). Identificacdo das substancias numeradas, Quadro 1.

Figura 92: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes:
E) Pera casca vermelha; F) Manga cv. Tommy G) Soja casca preta; H)
Frutoda romazeira; 1) Flor do jambeiro. Identificacdo das substancias
numeradas, Quadro 1.

Figura 93: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes:
J) Bréacteas vermelha da planta Bico de Papagaio; L) Flor da Erythrina; M)
Flor do Ipé roxo; N) Flor do Hibiscos. Identificagdo das substancias
numeradas na Quadro 1.

Figura 94: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes:
O) Flor da romazeira; P) Esparta da Flor Ave do Paraiso. Identificacdo das
substancias numeradas na Quadro 1.

Figura 95: Cromatograma do perfil da matriz da flor do Jambeiro, mostrando
um limite usado para recolhimento nas amostras que proporcione pureza
adequada nas substancias isoladas.

Figura 96: Cromatograma do perfil de antocianinas do extrato metanolico do
arroz preto extraido no CLAE/DAD a 520 nm.

Figura 97: Cromatogramas extraidos no CLAE/DAD (520 nm). A) Extrato
do arroz preto; B) Extrato da Fracdo 1 isolada C) Extrato da Fracdo 2 isolada;
D) Extrato da Fracdo 3 isolada e; E) Extrato da Fracdo 4 isolada.

Figura 98: Espectros de absor¢cdo UV-Visyax do extrato do arroz preto (IAC
600) obtidos no DAD (520 nm), substancias relacionadas aos cromatogramas
das Figuras 96 e 97.

Figura 99: Figura 99: Cromatograma do perfil das antocianinas do arroz
preto analisado e identificacdo das antocianinas por padrdes e confirmacao
pela técnica de CL/EM (ES™). Fonte: Hou et al., 2011.

Figura 100: Sobreposicbes dos cromatogramas: Em preto o cromatograma
com perfil de antocianinas do arroz preto, (A) em roxo o cromatograma com
o perfil da casca de uva preta sem semente do Chile, (B) em azul o
cromatograma com o perfil da casca do jameldo e (C) em vermelho o
cromatograma com o perfil da jucara.

Figura 101: Cromatograma do perfil de antocianinas do extrato metanélico
da Fracéo 2, extraido no CLAE/DAD a 520 nm.

Figura 102: Cromatogramas do extrato do fruto da amendoeira extraidos no
CLAE/DAD a 280, 360 e 520 nm.
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Figura 103: Cromatograma extraido do CLAE/DAD (520nm) do extrato
concentrado da Uva-Preta do Chile.

Figura 104: Esquema de funcionamento da valvula seletora com seis canais.

Figura 105: Exemplo do procedimento de monitoramento pelo software
Empower®: cromatogramas da substancia isolada e purificada, cianidina-3-O-
glicosideo em trés comprimentos de onda 520, 360 e 280 nm.

Figura 106: Cromatograma com a ordem de eluicdo das seis antocianinas
(delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina)
monoglicosiladas isoladas, CLAE/DAD a 520nm.

Figura 107: Cromatograma com seis antocianinas monoglicosiladas (1
delfinidina 3-glicosideo; cianidina 3-glicosideo, 3- petunidina 3- glicosideo,
4- pelargonidina 3-glicosideo, 5-peonidina 3-glicosideo, 6- malvidina 3-
glicosideo) e seus respectivos espectros UV-Vis max a 520nm.

Figura 108: Extratos puros das seis antocianinas monoglicosiladas:
Pelargonidina 3-glicosideo; cianidina 3-glicosideo; peonidina 3-glicosideo;
petunidina 3-glicosideo e; malvidina 3-glicosideo diluidos na solugdo 1 (item
3.3, pagina 28).

Figura 109: Estrutura da molécula da antocianina. Em destaque o C3 do anel
pirano e Csdo anel A.

Figura 110: Cromatogramas das seis antocianinas isoladas no CLUE/EM
QTOF (ESIY).

Figura 111: Estrutura quimica do sorbente MCX e molécula da antocianina
em condigdes de pH diferentes, Fonte: He e Giust, 2011.

Figura 112: Cromatograma do extrato de cianidina-3-O-glicosidica
purificada no A de 250-700nm (Max Plot), obtido do CLAE/DAD.
Percentagens das substancias na Tabela 28.

Figura 113: A) Arvore frutifera Eugenia sulcata Spring ex Mart. B), fruto da
Eugenia sulcata (Pitanga-Negra Selvagem).

Figura 114: Perfil cromatogréfico, no CLAE/DAD (520 nm), do extrato do
fruto liofilizado da Pitanga-Negra Selvagem. Em destaque a expansao do
cromatograma entre 1,5 e 11,0 minutos.

Figura 115: Neomitranthes obscura em quatro estagios de maturagéo.
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LISTA DE ABREVIACOES E SIGLAS

ABTS —[2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico]
Amax - comprimento de onda de absor¢do maxima

¢ — Absortividade Molar

ACN — Acetonitrila

ACY — ou acy, antocianina
Al — Aluminio
ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

APCI- Atmospheric Pressure Chemical lonization — lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosfera
API — Atmospheric Pressure lonization — lonizagdo a Pressdao Atmosfera

APPI — Atmospheric Pressure Photoionization - Fotonizacdo a Pressdo Atmosfera
C — Casca

CO, — Didxido de carbono

CBD - Secretariat of the Convention on Biological Diversity
CL - Cromatografia Liquida

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CLC - Cromatografia Liquida Classica

CIK — Cloreto de potassio

CLUE - Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
CPU- Central Processing Unit

C, — Carbono de niumero (n=3,5,7,3",4’¢5’)
Cis - Fase estaciondria reversa octadecilisilano

cv. — Cultivar

Cy - Cianidina

Da — Daltons

DAD - Detetor de arranjo de diodos

Dp — Delfinidina

EFS — Extracdo em fase sélida

EM - Espectrémetro de massas

ESI — Eletronspray

ESI” — Eletronspray positivo

EtOH — Etanol

FE — Ferro

HCI — Acido cloridrico

HPLC — High Pressure Liquid Chromatography

M — Molar

MeTOH — Metanol

MM — Massa Molar

mDa — mili Daltons

mL- Unidade de volume: mililitro (107 L)

Mv — Malvidina



m/z - Relagdo massa carga

N, — Gas nitrogénio

NH;OH — Hidroxido de amonio

nm — nanémetro

OMS — Organiza¢do Mundial da Saude

PEF — Pulsed Electric Field (Campo Elétrico Pulsado)

PF — Polpa

Pg — Pelargonidina

pH — potencial hidrogeniénico ou potencial hdirogénio idnico

PLE — Pressurized Liquid Extraction (Extracdo com Liquido Pressurizado)
Pn — Peonidina Pt — Petunidina

PPAV — P06 do polimento do arroz vermelho

ppm — Parte por milhdo

PTFE — Politetrafluoretilen

QTOF — Detetores: Quadrupolo + Tempo de Voo

RF- Fator de retardamento

RMN —Ressonancia Magnética Nuclear

rpm - Rotacdo por minuto

SFE — Supercritical Fluid Extraction (Extragdo com Fluido Supercritico)
Sn — Estanho

sp — Espécie ( uma espécie no género)

SPE - Solid phase extraction (EFS- Extracdo em Fase Solida)

spp — Espécies (mais de uma espécie no género)

TOF — Detetor de massas de tempo de voo

tr— Tempo de retengéo

uL - Unidade de volume: microlitros (10° L)

um Unidade de medida: micrometros, 1 milionésimo de metro (10° m)
UV — Espectro de absorcédo na regido ultra violeta

v —Volume

Vismsx— Espectro de absor¢do na regido do visivel com comprimento de onda méximo
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1 INTRODUCAO

O grande interesse por alimentos naturais, saudaveis e que possam trazer consigo a
proposta de atuar como coadjuvantes na redugdo do risco de doencas cronicas, tem
impulsionado o meio cientifico a identificar e quantificar os seus principios ativos.

As antocianinas tém tido grande destaque nos Gltimos anos principalmente devido as
suas propriedades benéficas a satde. Atualmente observa-se um crescente interesse no uso de
antocianinas em diversos segmentos, havendo um grande destaque para as industrias
alimenticias e de cosméticos. A demanda por frutas tem aumentado sistematicamente nos
altimos anos devido a associacao entre consumo de frutas e beneficios a satde, sendo as mais
procuradas as com elevado teor de compostos bioativos, como antocianinas, carotenoides e
compostos fendlicos.

Devido a grande diversidade de frutos tropicais, neste cenario o Brasil foi favorecido
como provedor de matrizes nativas e exdticas. Além dos frutos tropicais ja tdo divulgados e
estudados, o Brasil também apresenta inimeros outros frutos que podem ser considerados
fontes alternativas desses compostos bioativos. O uso destes frutos como matéria-prima para a
obtencdo de antocianinas possibilita uma grande diversidade de fontes. Dentre os frutos,
podem ser citados como exemplo a jabuticaba (Mircyaria cauriflora), o jambo (Syzygium
malaccense), o jameldo (Syzygium cumini), a grumixama (Eugenia brasiliense), a pitanga
negra selvagem (Eugenia sulcata spring ex Mart.), o0 mangostin (Garcinia mangostana L.), 0
fruto da amendoeira (Terminalia catappa) entre outros, estando todos os citados acima
incluidos neste estudo.

Assim como nas cascas de alguns frutos, as antocianinas na maioria das vezes também
estédo presentes nas flores, principalmente quando estas apresentam coloragéo do vermelho ao
purpuro e/ou azul. As condicdes edafoclimaticas deste pais tornam possiveis, além de uma
grande diversidade de frutos, a presenca de flores durante o ano todo.

1.1. Justificativa

Para as analises de identificacdo 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 padrdes de referéncia desses diversos compostos. Além disso, os padrdes
comerciais existentes sdo muito onerosos e por serem importados had demora em sua
aquisicdo. Neste contexto, a obtengdo destes padrdes a partir de fontes naturais, podera
viabilizar a determinacdo, de forma mais acessivel e precisa, as concentracdes existentes
dessas substancias em alimentos que estejam na forma natural ou processados.

1.2 Objetivo

Isolar antocianinas, a partir de matrizes naturais, de facil acesso, que possibilitem a
identificacdo e quantificacdo por CLAE-DAD e CLUE-EM/QTOF (ESI") dessas substancias
em alimentos.



Objetivos especificos

Desenvolver a metodologia de analise cromatografica de antocianinas em
matrizes vegetais

Avaliar as matrizes que possuam potencial para isolamento de antocianinas
Identificacdo das antocianinas utilizando espectrometria de massas (CLUE-
EM/EM-Q-TOF-ESIY).

Isolamento das antocianinas utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE/DAD).

Validar a eficiéncia da metodologia cromatografica desenvolvida

O estudo foi conduzido no laboratério de Cromatografia Liquida da Embrapa
Agroindustria de Alimentos-RJ, onde se encontravam o0s equipamentos: Cromatografo
Liquido de Ultra Eficiéncia -Waters® e Espectrometro de Massas Synapt, Waters®, QTOF
(ESI") com alta resolucio (CLUE-QTOF/EM-EM).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1-Pigmentos Naturais

O uso de corantes naturais tem sido uma proposta alternativa para manter ou conferir
coloragéo aos alimentos de um modo geral, principalmente, quando estes sdao submetidos a
processamentos industriais. A aparéncia de um alimento concorre de forma incondicional para
a sua aceitabilidade. De certo, esta € uma das razdes pela qual a cor seja uma das propriedades
mais importantes dos alimentos, estando ele na sua forma natural ou que tenha sofrido algum
tipo de processo (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Frequentemente se pode observar a perda da coloracdo durante o processamento.
Sendo assim, a restituicdo da cor perdida é uma maneira de manter o aspecto de frescor nos
alimentos. Dentre os pigmentos de origem vegetal, visiveis a olho nu, podemos citar a
clorofila, carotenoides e antocianinas, sendo deste modo considerado as principais classes de
pigmentos responsaveis pela coloracdo das partes dos vegetais como: flores, folhas, caule,
raizes e frutos. Outros dois grupos de pigmentos que também podem ser encontrados, sdo as
betalainas (compostos nitrogenados) e taninos (condensados e hidrolisaveis) (BOBBIO e
BOBBIO, 1995).

2.2-Antocianinas

As antocianinas, flavonoides com intensa atividade antioxidante, sdo 0s mais
importantes pigmentos hidrossollveis de origem exclusivamente vegetal (BRAVO, 1998),
responsaveis pela maioria da coloracdo violeta e varios tons de vermelho ao alaranjado que
compdem flores, frutos e alguns caules e raizes (BROUILLARD, 1982). Esses pigmentos se
encontram dispersos nos vactolos celulares (DEGASPARI, 2004). Nos alimentos de origem
vegetal, pode ser encontrada em ao menos 27 familias, 73 géneros e numa grande variedade
de espécies (BRIDLE e TIMBERLAKE, 1997). As principais antocianidinas encontradas em
alimentos sdo: delfinidina; cianidina; pelargonidina; peonidina; petunidina e malvidina
(Figura 1).

Como ocorre com os outros flavonoides, a grande diversidade das antocianinas esta
relacionada com a possibilidade de varias combinacdes de grupos substituintes em sua
molécula, da natureza e do nimero de acUcares e de acidos alifaticos e/ ou aromaticos (Figura
1), bem como da localizacdo desses compostos presentes na sua aglicona, o que ira conferir a
sua molécula uma maior estabilidade (STRACK et al., 1994). Portanto, é raro no reino
vegetal a molécula na forma livre, aglicona. Podem estar glicosiladas em varias posi¢6es, mas
ocorre naturalmente com maior frequéncia na posi¢do Cs O segundo acucar quando presente
na molécula, encontra-se na posi¢cdo Cs. Porém podem ocorrer glicosilagcdes nas posi¢bes C+,
Cs, Cy e Cs» (BROUILLARD,1982).

Glicose, arabinose, galactose, xilose e ramnose sdo os acucares (Figura 2) mais
comuns ligados as agliconas. Dissacarideos e trissacarideos, oligossacaridios, formados pela
combinacdo destes cinco monossacarideos podem também glicosilar algumas antocianinas
(WU e PRIOR, 2005; HARBONE, 1986). Em muitos casos, 0s agucares podem ser acilados



por 4&cidos fendlicos como p-cumérico, caféico, fertlico e sinapico (MAZZA e
BROUILLARD, 1987).

Aglicona Glicosilagédo ) Acilagao

(Anel B) (Posicéo 3 e 5) Ac. Alifaticos Ac. Arométicos
R;=R,=H Pelagornidina Glicose Sambubiose Acido malénico Acido caféico
R;=0OH, R,=H Cianidina Arabinose Lathirose Acido succinico Acido ferulico
R:= R,= OH Delfinidina Xilose Soforose Acido mélico Acido p-hidroxibenzoico
R;=0OCHpa;, R,=H Peonidina Galactose Laminaribiose Acido acético Acido sinapico
R,;=0OCHg;, R,=OH Petunidina  Ramnose Gentiobiose Acido propidnico Acido p-cumarico
R;=R,= OCH; Malvidina Rutinose

Figura 1: Representa a estrutura das antocianinas e as posi¢fes das mais comuns glicosilagdes e acilagdes
encontradas em alimentos de origem vegetal.

A variedade de substituintes no anel B da sua estrutura bésica (Figura 1) é que confere
a este pigmento diversidade na tonalidade da coloracdo nos vegetais. Alem disso, a medida
que o vegetal apresenta uma composicdo de diferentes antocianinas na sua matriz, as quais
podem ou ndo ser composta por diferentes agliconas. A diferenca de concentracao entre elas,
também ird influenciar tanto na tonalidade quanto na diferenca da coloracdo do vegetal.
Pomar, Novo e Masa (2005) que a concentracdo e a variedade dos tipos de antocianinas é que
irdo determinar a intensidade da coloragdo dos varios cultivares de uvas.

Estes pigmentos sofrem transformacdes estruturais reversiveis com mudanca de pH
em solucdo aquosa (Figura 3) manifestada por espectros de absorvancia muito diferentes
(GUIST e WROLSTAD, 2001). A mudanca da coloracdo de uma mesma antocianina,
também esta relacionada a mudanca do pH, associacdo com cations ou com outros
flavonoides presentes na planta (BOBBIO e BOBBIO, 1995).

Em solugdes aquosas, as antocianinas apresentam diferentes estruturas quimicas em
equilibrio. Quando o pH se encontra abaixo de 2,0, as antocianinas apresentam coloracédo
intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cétion flavilico (AH"). Com o pH
em torno de 4,5 é observado um equilibrio entre a pseudo base carbinol ou forma hemicetal,
incolor e chalconas. Com o aumento do pH ocorre uma réapida desprotonagdo resultando na
formacdo predominante da base quinoidal (A) que tem coloracdo azul (BOBBIO e BOBBIO,
1995; GIUST e WROLSTAD, 2001).



A pressdo dos consumidores por alimentos de qualidade tem pressionado industrias
alimenticias a procurar alternativas para substituicdo de corantes artificiais, somando-se a esse
fato, limitacOes de seu uso amparadas por legislacbes e pelos resultados cada vez mais
preocupantes das pesquisas envolvendo prejuizos a saude em longo prazo. Desse modo,
impulsiona-se cada vez mais pesquisas na dire¢do da sua substituicdo por corantes a partir de
fontes naturais.

HO
O
0 HO
HO HO ol
OH OH
OH
Arabinose Xilose
OH HO HOHO
M HOHO&OH oH
HO OH HO
OH OH
Ramnose Glicose Galactose

Figura 2: Estruturas dos acUcares: arabinose; xilose; ramnose; glicose; galactose.

Ha& publicacbes de estudos do Codex Alimentarius, orgdo ligado a Organizagédo
Mundial da Saude (OMS), que j& fundamentaram a banicdo de alguns corantes sintéticos em
todos os paises. Em 1987, a portaria n°® 02 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) relatou a proibicdo de alguns corantes sintéticos como: o vermelho sélido, que era
usado para recheios e revestimentos de biscoitos; o escarlate GN, aplicado em recheios de
confeitarias, além do azul de alizarina, corante que era usado em Oleos emulsionados e
gelatina, dentre outros (FAVARO, 2008). Desta forma, devido a toxicidade de alguns
corantes sintéticos e a proibicdo do uso de alguns deles, nota-se um crescente interesse por
corantes obtidos a partir de fontes naturais (MACZ-POP et al., 2006; TURKER e
ERDOGDU, 2006; GIUSTI et al., 2003).

Varias pesquisas sao realizadas com o intuito de se eliminar ou pelo menos reduzir o
uso de corantes alimenticios sintéticos, dando lugar ao uso nos alimentos de corantes de
fontes naturais. As antocianinas sdo corantes permitidos em alimentos, mas elas ainda ndo tém
muitas aplicacBes. Seu uso como aditivo ainda é bastante restrito em funcéo de limitagdes
como a disponibilidade de matéria-prima produtora de pigmentos na quantidade e qualidade
requerida (STRINGHETA, 2000). Além disso, tem-se visto que elas sdo corantes fortes
apenas em valores baixos de pH, o que limita ainda mais seu uso (COULTATE, 2004).
Durante 0 armazenamento, as antocianinas podem sofrer modificaces devido a sensibilidade
ao efeito da temperatura, oxigénio, luz e acdo enzimatica (SKREDE, 2000; SHENOQY, 1993;
FRANCIS, 1989; JACKMAN et al.; 1987).



Antocianinas com hidroxilas em posic¢éo orto em presenca de cations de aluminio (Al),
ferro (Fe), estanho (Sn) e outros metais, formam produtos insolGveis que no caso do aluminio
encontram aplicacbes como corantes que apresentam estabilidade ao calor, pH e oxigénio
superior a das antocianinas livres (MARCO e POPPI, 2008). Como exemplos, tém a
cianidina, delfinidina e petunidina (Figura 4).

R4 R
l oH /L OH
- S
by I E LA L:Ji
O-gly O-gly
O-gly 0 -gly
Base quinoidal: azul Cétion Flavilio: laranja a parpura pH=1
pH=7
+Ho0 | | -HT
HO OH [ I
ke i — "L
O-gly
D -gly O -gly
Chalcona: incolor Pseudobase Carbinol (Hemicetal): incolor
pH=9,5 pH=45

Figura 3: Equilibrio das antocianinas em solugdo aquosa. Fonte: GIUST e WROLSTAD, 2001.
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Figura 4: Exemplo de antocianidina complexada ao aluminio.



A luz é outro fator de grande importancia na alteracdo da cor das antocianinas e, a
transformacdo € mais intensa quando esse fator estd associado com o efeito do oxigénio
(MARCO e POPPI, 2008).

A sintese artificial de antocianinas ainda ndo é um processo simples nem barato. Por
isso aplicacBes desses compostos envolvem sua extracdo a partir de espécies vegetais,
principalmente frutas, nas quais o teor de antocianinas € mais alto. O custo de
comercializacdo de antocianinas isoladas e quimicamente puras € muito alto e, dependendo do
tipo de antocianina um miligrama pode custar mais de 1.000 dolares.

Portanto, é necessario expandir as possibilidades de sua obtencdo em larga escala, a
partir de fontes naturais de forma sustentavel, para viabilizar o desenvolvimento de suas
aplicaces, com grandes beneficios para a sociedade (CANAL CIENCIA, 2011).

2.3- Antocianinas em Alimentos

O consumo de alimentos in natura, como hortalicas frescas e frutas tropicais, vém
aumentando tanto nacional quanto internacionalmente, devido ao crescente reconhecimento
sobre 0s seus valores nutricionais e terapéuticos (RUFINO et al., 2010). O aumento no
consumo desses alimentos ndo é mais somente resultado do sabor e da preferéncia individual,
mas se tornou resultado também da preocupacdo com a salde devido aos nutrientes presentes
em sua composicdo. Além dos nutrientes essenciais, a maioria dos vegetais apresentam
concentracfes consideraveis de micronutrientes como minerais e vitaminas. Evidéncias
crescentes demonstram a importancia desses micronutrientes para a saide humana (VASCO,
RUALES, e KAMAL-ELDIN, 2008; VEER, JANSEN, KLERK, e KOK, 2000).

Uma ampla variedade de frutas nativas e/ou exoticas é consumida no Brasil, mas
existem poucos estudos sobre a viabilidade da introducdo das mesmas nos mercados
domeésticos. Estas frutas, como amora-preta, jabuticaba, jambo e pitanga entre outras, sdo
consumidas no Brasil hd muitos anos, sendo bem adaptadas as diversas condi¢des climaticas
brasileiras, e sdo fontes potenciais de antioxidantes na dieta (CLERICI e CARVALHO-
SILVA, 2011). Existe uma iniciativa internacional multidisciplinar que reconhece o papel
essencial da biodiversidade e promove 0 seu uso sustentavel, como meio de alcancar a
seguranca alimentar e nutricional das populacdes, contribuindo para o cumprimento do
Millenium Development Goals (CBD 2005, deliberagdo VI1/32). Esta iniciativa contraria a
simplificacdo de dietas, sistemas agroalimentares e ecossistemas, além de evitar a erosdo das
culturas alimentares.

Um bom exemplo desse tipo de consumo alternativo é o fruto da palmeira Euterpe
oleracea Mart., palmeira tropical nativa da regido amazonica, cujo fruto o acai ganhou
mercado nacional e internacional divulgado por consumidores que buscaram mudancgas em
seus habitos alimentares, a chamada “geracdao satde” aprovou o produto incluindo-0 na sua
dieta alimentar, o aumento da demanda, proporcionou o grande crescimento das regides
produtoras trazendo consigo o desenvolvimento socioecondmico da regido. Além disso, 0
crescimento do seu consumo despertou também o interesse da comunidade cientifica. Esse
fato pode ser explicado devido as propriedades nutricionais e valor energético, pois € um
alimento rico em lipideos, fibras, vitaminas E, B;, alguns micronutrientes minerais,
compostos fendlicos como flavonoides, principalmente antocianinas, as quais estdo
relacionadas diretamente a sua coloracéo.

Para que ocorra promocdo a utilizacdo dos produtos alimentos ndo convencionais, é
necessario que a sua composicdo seja conhecida, especialmente em termos de nutrientes e
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substancias bioativas com propriedades promotoras da satde. Dentre os nutrientes capazes de
contribuirem para reducdo do risco do aparecimento de varias doencas, as antocianinas
recebem grande destaque devido as suas propriedades antioxidantes (KUSKOSKI et al., 2004;
MARTINEZ-FLORES, 2002; DOWNHAM e COLLINS, 2000).

Fatehi e colaboradores (2005) reportaram efeitos benéficos da Berberis vulgaris
(Barberry), fruta de origem Iraniana, tanto em sistema cardiovascular como neuroldgico e
sugeriram sua utilizacdo no tratamento de hipertensdo, taquicardia e algumas desordens
neuronais, tais como epilepsia e convulsoes.

A elevada capacidade antioxidante das antocianinas estd diretamente relacionada a
deficiéncia de elétrons do nucleo flavilio e presenca de grupos hidroxilas livres, como por
exemplo, das delfinidinas e cianidinas (KUSKOSKI et al., 2004). O alto poder de reacdo do
grupo hidroxil com o radical faz com que o mesmo fique inativo (NIJVELDT et al., 2001).
Com a reacdo ocorrendo da seguinte forma:

ACY-OH + R*> ACY-O* + RH

Onde: ACY= antocianina, R*= radical livre e O*= radical livre de oxigénio

Na ultima decada, muitos estudos sobre as antocianinas tém se concentrado no
potencial biolégico e seus efeitos na saide humana. Embora exista grande quantidade de
evidéncias indicando sua bioatividade, pouco progresso foi feito para estabelecer a
farmacocinética destes compostos em relacdo a sua absorcdo e metabolismo (KAY et al.,
2005).

Nos Estados Unidos, por exemplo, as antocianinas sao de interesse nutricional uma
vez que a dose diaria de ingestdo recomendada para as mesmas € de 180 a 215 mg/dia, o que é
muito maior do que a recomendada (23 mg/dia) para outros flavonoides, incluindo a
quercetina, kaempferol, miricetina, entre outros (GALVANO et al., 2004).

Uma boa fonte de pigmentos antocianicos é o fruto da jabuticabeira. A jabuticaba
(Plinia spp.) é uma planta nativa brasileira, cultivada principalmente em alguns estados da
regido sudeste do pais (MELLETI, 2000). Segundo Silva et al. (2010), as cascas de jabuticaba
mostraram-se boas fontes de pigmentos antocianicos por apresentar elevados teores desse
composto bioativo, apresentando-se como alternativas vidveis na obtencdo de corantes
naturais.

Segundo Augusta et al. (2010), a casca do jambo vermelho (Syzygium malaccensis)
apresentou composicao quimica adequada para enriquecer alimentos ou como fonte para
extracdo de corante e antioxidantes, usados na inddstria de alimentos, devido ao alto teor de
carboidratos, o baixo valor energético, a elevada acidez e as altas concentracdes de acido
ascorbico, antocianinas e fibra alimentar.

Quando submetidas a hidrolise acida, as antocianinas liberam suas agliconas
denominadas de antocianidinas e, dentre as encontradas na natureza, apenas seis sao as mais
comuns em alimentos: cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina que diferem entre si pelo nimero de hidroxilas presentes no anel B e o grau de
metilacdo desses grupos (BOBBIO & BOBBIO, 1995; GALVANO et al., 2004; LIMA et al.,
2006). A presenga de grupos -OCH3 (metoxila) confere, em geral, cor mais avermelhada e
maior estabilidade a oxidacgéo e ao calor do que o0 aumento das hidroxilacGes, que por sua vez
proporcionam predominio das cores rosa e azul (BELITZ et al., 2009). Alguns alimentos ja
possuem suas antocianinas identificadas na literatura (Tabelal).



Tabela 2: Exemplos de antocianinas identificadas em matrizes de origem vegetal.

Antocianinas

Alimentos

Cianidina-3-glicosideo

Cianidina-3-ramnosideo

Cianidina-3-rutenosideo

Cianidina-3,5- diglicosideo
Cianidina-3-arabinosideo
Cianidina-3-galactosideo

Peonidina-3-glicosideo

Peonidina-3,5- diglicosideo
Peonidina-3-galactosideo
Peonidina-3-arabinosideo
Malvidina-3- glicosideo
Malvidina-3,5- diglicosideo
Pelargonidina-3-glicosideo
Pelargonidina-3-ramnosideo
Pelargonidina-3-rutenosideo

Delfinidina-3,5-diglicosideo

Delfinidina-3-galactosideo ou glicosideo

Petunidina-3-glicosideo

Petunidina-3-glicosideo ou galactosideo

Petunidina-3,5- diglicosideo

Cerejas*, jamboldo*, uvas*, morangos*,
amoras vermelhas*, acai (E. oleracea) ***,
jucara (E.edulis)**cranwberrry**»*x

Acerola **, jucara (E.edulis)**

Acai (E. oleracea) ***, jucara (E.edulis) **,
****amoras preta (R.ssp.) e ameixa (P.
domestica ).

Jambolao **
Mirtilo, cranwberrry
Maca (Fuji, Red, Gala), cranwberrry»****

Cerejas*, jabuticaba*, uvas*,
cranwberry*»*x*

Jambolao**

Cranwberry**x*x*

Cranwberry»*x*x

Uvas*

Jambolao**

Morangos*, jucara (E.edulis)**
Acerola **

Jucara (E.edulis) **
Berinjelas*, jamboldo**
Guajiru **

Uvas*

Guajiru**

Jambolao**

Fonte: * (BOBBIO & BOBBIO, 1995), ** (BRITO et al., 2007),*** (GALLORI et al., 2004), ****(HONG & WROLSTAD, 1990),*****,
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2.4- Métodos de Anélise

Os métodos que sdo utilizados para andlise de compostos antocianicos relatados
literariamente incluem desde cromatografia de papel até o mais sofisticado equipamento de
espectrometria (espectrometria de massas - EM e espectrometria de ressonancia magnética-
RMN). Devido ao grande avanco tecnologico da instrumentacdo alcancado nas ultimas
décadas, RMN e EM tornaram-se sem duvida as ferramentas mais sofisticadas de analise que
se encontram a disposicdo do quimico organico (SILVERTEIN e WEBSTER, 2000). Mas, o
alto custo de aquisicdo desses equipamentos, assim como sua manutencdo e disponibilidade
de pessoas qualificadas para opera-los, ainda € um grande desafio para sua adequacdo em
laboratério analitico. Portanto, anélises que utilizam materiais ou equipamentos mais simples,
ainda sdo utilizados por grande parte da area analitica.

2.4.1 Extracao

As antocianinas sdo substancias hidrossollveis, e seu grau de hidrossolubilidade
aumenta & medida que sua estrutura basica apresenta grupamentos hidroxilicos livres e
grupamentos glicosideos associados as suas agliconas. Muitas metodologias de extracdo de
antocianinas foram testadas e propostas na literatura. Dependendo do que se objetiva com a
extracao, podera ser efetuada desde uma simples extracdo, realizada através da utilizacdo de
solventes polares organicos com ou sem agua e utilizando diferentes valores de pH (Revilla,
Ryan, e Martin-Ortega, 1998), até uma extracdo utilizando técnicas mais elaboradas como:
Fluido Supercritico (SFE - Supercritical Fluid Extraction); Extracdo com Liquido
Pressurizado (PLE®- Pressurized Liquid Extraction); Campo Elétrico Pulsado (PEF- Pulsed
Electric Field) (GASCHOVSKA et al., 2010; PUERTOLA et al., 2013) entre outras.

A técnica com fluido supercritico consiste na utilizacdo do didxido de carbono (CO5)
que em alta pressao se transforma em solvente, facilitando a extragdo dos compostos bioativos
da matriz vegetal. Os pesquisadores que utilizam a metodologia SFE defendem que ela
apresenta como vantagem sobre 0os métodos convencionais a utilizacdo de pouco ou nenhum
solvente organico, e quando necessario o solvente organico utilizado pode ser facilmente
removido do soluto. O mesmo se pode dizer da PEF, tecnologia emergente, que tem ganhado
crescente interesse na industria de alimentos nos Gltimos anos para proporcionar melhorias
nas operagOes de transferéncia de massas. Esta tecnologia vem sendo reportada na literatura
como promissora na extracdo de corantes tais como antocianinas a partir de uvas ou repolho
roxo através de extracdo aquosa (GASCHOVSKA et al., 2010; PUERTOLA et al., 2013).

Quando o objetivo é a extragdo analitica com finalidade de determinacdo da
concentracdo de antocianina nas amostras analisadas, h4 necessidade do uso de metodologia
que utiliza solvente organico polar mais eficaz, como o metanol que apesar da sua toxicidade
é 0 mais utilizado e segundo Terci (2004) apresenta eficiéncia de extracdo 20% a mais do que
0 etanol e 73% do que a agua. Ha também a influéncia do pH que esta diretamente
relacionado com o equilibrio acido/ base destes compostos, afetando sua estrutura, refletindo,
portanto, diretamente na sua extragcdo. No entanto, ndo podemos deixar de citar outros fatores
que também exerce grande influéncia no rendimento de extragdo como: concentracdo, tempo
e temperatura utilizada na extragéo.

Muitos pesquisadores acidificam os solventes de extragdo com intencdo de prevenir a
oxidacdo das antocianinas extraidas e, dentre os &cidos utilizados encontram-se o acido
cloridrico, acido acético e acido formico. Porém, segundo Jackman et al. (1987) e Revilla et
al. (1989), a concentracdo do acido cloridrico ndo deve ser superior a 1%, pois na tentativa de
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estabilizar a antocianina, o acido pode proporcionar hidrolise parcial das antocianinas
aciladas, e consequentemente, na estimacdo incorreta do teor de antocianinas quando
quantificadas de forma individual ou totais. O excesso de acidez também pode proporcionar a
liberacdo dos acucares, que se encontram esterificados a sua aglicona, através de uma
hidrélise parcial ou total. Campos (2006) relatou a importancia do controle da temperatura,
guando os extratos alcoolicos acidificados com 1% de HCI sdo submetidos a temperatura de
60°C durante 1 hora ou a evaporacdo sob aquecimento para eliminagdo do solvente. Com isso
poderd ocorrer a hidrolise dos agucares ligados a antocianinas liberando suas agliconas,
proporcionando dessa forma quantificacdo incorreta da substancia original e podendo ainda
ocorrer a degradacdo da amostra, visto que, as agliconas (antocianidina) séo muito mais
instaveis e reativas do que sua forma glicosilada (antocianinas).

Segundo Xavier (2004), com metanol o acido citrico é o acido organico mais efetivo,
seguido pelos &cidos tartarico, formico, acético, propridnico, nesta ordem; com agua, 0S
melhores acidos sdo acidos acético, citrico, tartarico e hidrocloridrico.

2.4.2 Purificagdo do extrato

Quando necessario, deve-se fazer a purificacdo do extrato. Pois ap0s a extracdo, o
extrato antocidnico contém além de antocianinas, outros compostos fenolicos, agucares,
polissacarideos sollveis, proteinas, cations e acidos organicos (CAMPQOS, 2006).

Giusti e Wrolstad (1998) relataram o método de extragdo em fase solida (SPE — Solid
Phase Extraction) para purificacdo prévia de extrato antocianico. Os cartuchos Cig ou
Sephadex sdo habitualmente os mais usados. Consiste na aplicagdo de extrato das
antocianinas bruto no cartucho contendo material sorbente. As antocianinas sdo sorvidas
fortemente neste material (fase estaciondria) por suas hidroxilas livres. Desta forma, as
substancias mais polares que as antocianinas, como agucares e &cidos organicos sdo,
primeiramente, eluidas quando o cartucho é submetido a lavagem com &gua. Em seguida, as
antocianinas sdo eluidas com solvente alcodlico acidificado (TERCI, 2004; KONG, 2003;
KONG et al., 2008).

2.4.3 Isolamento

Segundo Pacheco (2009), o uso da cromatografia em coluna aberta pode ser uma
técnica alternativa para isolamento de substancias em quantidade relativamente significante e
com alta pureza, as quais podem ser usadas posteriormente como padrdes analiticos.

Por oferecer Otimas separacdes, alta sensibilidade, tempo de anélise relativamente
curto e ndo necessitar de extratos com elevada pureza, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) tem sido a técnica cromatografica de escolha para a separa¢éo e isolamento
de antocianinas. Campos (2006) relatou o isolamento de antocianinas presentes em extrato
previamente purificado por CLAE. As coletas das fragdes foram realizadas individualmente,
diretamente do cromatografo para tubos de ensaio, sendo em seguida realizadas leituras de
absorvancia em espectrofotdometro em 517 nm. Para eliminar o solvente ela submeteu as
fracbes por aproximadamente quatro horas em evaporador a vacuo.

2.5 ldentificagdo e Quantificacdo de Antocianinas

A identificacdo das antocianinas pode ser realizada atraveés de varias técnicas, dentre
elas a espectrofotometria na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) é ainda a mais
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utilizada, visto que apresenta baixo custo. Ultimamente, tem sido muito mais eficiente quando
associada a outras técnicas como a Cromatografia de Alta Eficiéncia (CLAE). Nos ultimos
anos, a CLAE vem sendo a técnica mais indicada para a separagdo dos analitos, e quando
associada ao detetor de arranjo de fotodiodo (DAD) poderd fornecer informacdes que
permitam identificar através do Amsx Na regido do visivel, dados importantes sobre as
propriedades estrutural das antocianinas (JORDHEIM et al.,2007; GIUSTI e WROSLTAD,
2001; GIUSTI, SAONA e WROLSTAD, 1999; HARBONE, 1967).

E importante distinguir procedimentos que identificam a classe das antocianinas e 0s
procedimentos que identificam cada antocianina presente. O espectro eletrénico de absorcéao
das antocianinas e suas agliconas tém sido muito Uteis para a identificacdo desta classe de
pigmentos de forma isolada e comparadas a padrdes de referéncia (HARBORNE, 1967). Em
meio &cido, estes compostos apresentam uma absor¢do maxima caracteristica entre 490 e 550
nm e uma absor¢cdo menos intensa préxima a 275 nm (GIUSTI e WROLSTAD, 2001) (Figura
5).
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Figura 5: Espectro UV-Vispya a 520 nm - DAD (Detetor de Arranjo de Diodos), caracteristico das antocianinas,
mostrando uma absor¢do maxima na regido 490-550 nm e uma absor¢do menos intensa proxima a 275nm.

O perfil cromatogréafico das antocianinas é como se fosse sua impressdo digital.
Apresentam-se diferente entre si, em se tratando de frutos, flores, ou seja, matrizes vegetais
diferentes, e dependendo do seu cultivar pode ainda apresentar antocianinas distintas ou em
concentraces diferentes.

Hong e Wrolstad (1990) relataram que durante as andlises do extrato de Cranberry e
Roselle por CLAE/DAD (520nm), puderam observar a presenca de duas antocianidinas
cianidina e peonidina associadas a trés diferentes tipos de acucar (galactose, glicose e
arabinose) na matriz do cranberry, e a delfinidina e cianidina associadas a dois tipos diferentes
de aclcar (sambubiosideo e glicose), na matriz de Roselle. Neste mesmo trabalho eles ainda
relataram que o0s espectros também podem fornecer informacdes sobre onde ocorre a
glicosilagdo. A 3-glicosilagédo e a 3,5-diglicosilagdo possuem um espectro no Amax Similares,
mas, mostram valores diferentes na regido de 400-440 nm, portanto, podem ser diferenciados

12



quando se faz a razéo entre E440/E amax, O Valor obtido caracteriza a presenca de um ou dois
acucares glicosilando a molécula em carbonos distintos.

Através do uso de técnicas cromatogréficas, onde o fator de retardamento (RF) —
observados nas cromatografias em placa ou papel, ou tempo de retencdo (tg), quando se
utiliza cromatografia em coluna, torna-se possivel identificar as antocianinas por comparacéo
direta quando ha padrbes disponiveis e indireta quando os dados sdo comparados com 0s
reportados na literatura, guardadas as devidas limitacdes deste procedimento, visto que, este
procedimento pode ocasionar erros, mas seu uso vem sendo justificado justamente pela falta
de padrdes e pelo trabalhoso procedimento para identifica-las (HARBONE, 1984). O tg esta
diretamente relacionado com o grau de polaridade da molécula antocianica na cromatografia
de fase reversa. Este fator é influenciado diretamente pela quantidade de grupos hidroxilas, o
grau de metilacdo, acilagdo, o tipo de agucar, assim como, a quantidade deles ligada a sua
estrutura basica (JACKMAN et al., 1987).

Alguns autores utilizam a cianidina-3-glicosideo (Figura 6), como padrdo de referéncia
para quantificacdo de antocianinas em alimentos, visto que este pigmento €, dentre 0s outros
pigmentos antocianicos, considerado o mais abundante na natureza. Assim, 0s autores
reportam a quantificacdo individual por cromatografia liquida das antocianinas presentes na
amostra, por equivaléncia a cianidina-3-glicosideo (Brito, et al., 2007). Este procedimento
vem sendo aceito, justamente pela dificuldade em se obter varios tipos de padrdo, o que
tornaria as analises muito onerosas. No entanto, as concentrac@es relatadas podem ser
inferiores aos reais, pois, os valores de absortividade molar e massa molar da cianidina-3-
glicosideo sdo diferentes das outras antocianinas (HONG e WROLSTAD, 1990; FRANCIS,
1982) e dependendo do sistema de solvente utilizado, a mesma antocianina pode apresentar
valores muito diferentes de coeficiente de absortividade (Tabela 2).

HO OH

%0

Figura 6: Estrutura da antocianina cianidina-3-O-glicosideo.
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Tabela 2: Diferentes valores de absortividade molar relatadas na literatura.

i pbsortividad
Antocianinas Solvente max sortividade peferéncia

Molar (g)

Cianidina (Cy)

Cy-3-sam-5- Tampdo aquoso (pH0,9) 528 15100 Figueiredo et al., 1996*
gli+sindpico+ferdlico

Cy-3-sam-5- Tampao aquoso (pHO0,9) 538 21200 Figueiredo et al., 1996*
gli+sinapico+ferdlico+
maldnico
Cy-3-sam-5-gli+sinapico+ Tampao aquoso (pHO0,9) 528 15100 Figueiredo et al., 1996*
p-coumarico

Tampao aquoso (pH0,9) 536 19000 Figueiredo et al., 1996*
Cy-3-sof-5-glic MetOH acid com HCI 524 37150 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+tmalbnico MetOH acid com HCI 528 32360 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+sinapico MetOH acid com HCI 528 37150 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+di-sinapico MetOH acid com HCI 530 38020 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+ferulico MetOH acid com HCI 528 32360 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+di-feralico MetOH acid com HCI 530 34670 Hrazdina et al.,1977*
Cy-3-sof-5-glic+ p- MetOH acid com HCI 526 38020 Hrazdina et al.,1977*
coumarico
Cy-3-sof-5-glic+ di- p- MetOH acid com HCI 528 32600 Hrazdina et al.,1977*
coumarico

Delfinidina (Dp)

Dp (aglicona) 0,1%HC/ EtOH 5225 34700 Schou, 1927*
Dp-3-gli 1%HCI/MetOH 543 29000 Asen et al, 1959*
10% EtOH (pH 1,5) 520 23700 Heredia et al., 1998*

Malvidina (Mv)

Mv (aglicona) 0,1%HCI/ EtOH 520 37200 Schou, 1927*
0,1%HCI/ EtOH 557 36200 Ribereau-Gayon, 1959*
Mv-3,5-diglic 0,1%HCI/ EtOH 519 10700 Schou, 1927*

Fonte: Jordheim et al.,2007; *Giusti e Wrolstad (2001); Giuist, Rodriguez-Saona, Wrolstad (1999).
Abreviaces: ara: arabinose; gal: galactosideo; glic: glicosideo; rut: rutinosideo; sam: sambibiosideo; sof: soforosideo
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Tabela 2: Diferentes valores de absortividade molar relatadas na literatura (continuacao)

Avis- .
Antocianinas Solvente max Absortividade Referéncia
Molar (g)
Malvidina (Mv)
Mv-3,5-diglic 0,1%HCI/ EtOH 545 10300 Ribereau-Gayon, 1959*
0,1N HCI 520 37700 Niketic-Aleksi e Harazdina, 1972*
Mv-3-glic 0,1%HCI/MetOH 546 13900 Somers, 1996*
0,1%HCI/MetOH 538 29500 Koeppen e Basson, 1966*
Mv-3-glic 0,1% HCI 520 28000 Niketic-Aleksi e Harazdina, 1972*
MetOH (pH1,0) 535 36400 Metivier et al,1980*
10%EtOH (pH 1,5) 520 20200 Heredia et al., 1998*
Tampdo aquoso (pH 1) 517 23000 Jordheim et al.,2007*
MetOH acid com HCI 529 25000 Jordheim et al.,2007*
Mv-3-glic +p-coumarico 0,1% HCI /MetOH 536 30200 Koeppen e Basson, 1966*
Pelargonidina (Pg)
Pg (aglicona) 0,1% HCI /EtOH 504,5 17800 Schou, 1927*
0,025M Tampdo CIK (pH 1) 505 18420 Giusti et al., 1999
0,1%HCI/MetOH 524 19780 Giusti et al., 1999
Pg-3,5-diglic HCI /MetOH 510 32360 Swain, 1965*
Pg-3,5-(dicafeilglic sof-5- Tampé&o aquoso, pH(0,8) 512 28000 Dangles et al.,1993*
glic
528 32600 Hrazdina et al.,1977*
Pg-3-glic 1%HCl/agua 496 27300 Joergensen e Geissman, 1955*
Tampa&o aquoso (pH1) 497 21000 Jordheim et al.,2007
HCI /MetOH 502 24000 Jordheim et al.,2007
1%HCI 513 22390 Swain, 1965*

Fonte: Jordheim et al.,2007; *Giusti e Wrolstad (2001); Giuist, Rodriguez-Saona, Wrolstad (1999).
AbreviacOes: ara: arabinose; gal: galactosideo; glic: glicosideo; rut: rutinosideo; sam: sambibiosideo; sof: soforosideo
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Tabela 2: Diferentes valores de absortividade molar relatadas na literatura (continuacao).

Lo Absortividade ..
Antocianinas Solvente Avis-méx Referéncias
Molar (g)
Pelargonidina (Pg)
Pg-3-glic 1%HCI/EtOH 516 31620 Swain, 1965*
0,025M Tampdo CIK (pH1) 496 15600 Giusti et al., 1999
0,1% HCI /MetOH 508 17330 Giusti et al., 1999
Pg-3-rut-5-glic+ p- 0,025M Tampédo CIK (pH1) 504 32080 Giusti et al., 1999
coumarico
Pg-3-sof-5-glic 0,1% HCI /MetOH 511 39591 Giusti et al., 1999
Tampao aquoso (pH 0,8) 498 18000-20000  Dangles et al.,1993*
Pg-3-sof-5-glic 0,025M Tampao CIK (pH 1) 497 25370 Giusti et al., 1999
0,1% HCI /MetOH 506 30690 Heredia et al., 1998*
Tampao aquoso (pH 0,8) 498 18000-20000  Dangles et al.,1993*
Pg-3-sof-5-glic+ferilico  0,025M Tampéo CIK (pH1) 506 24140 Giusti et al., 1999
0,1% HCI /MetOH 507 29636 Giusti et al., 1999
Pg-3-sof-5-glic cafeoil Tampao aquoso, pH(0,8) 498  18000-20000 Dangles et al., 1993*
derivados
Pg-3-sof-5-glic+p- 0,025M Tampédo CIK (pH1) 506 28720 Giusti et al., 1999
coumarico
0,1%HCI/MetOH 508 34889 Giusti et al., 1999
Pg-3-sof-5-glic+p- 0,025M Tampéo CIK (pH 1) 508 33010 Giusti et al., 1999
coumarico+maldnico
Pg-3-sof-5- 0,025M Tampéo CIK (pH 1) 508 31090 Giusti et al., 1999
glic+ferdlico+maldnico
0,1%HCI/MetOH 508 39384 Giusti et al., 1999
Peonidina (Pn)
Pn (aglicona) 0,1%HCI/EtOH 511 37200 Schou, 1927*
15:85, 0,1N HCI/Etanol 532 40800 Sakamura e Francis, 1961*
Pn-3-ara 15:85, 0,1N HCI/Etanol 532 46100 Zapsalis e Francis, 1965*
15:85, 0,1N HCI/Etanol 532 46070 Fuleki e Francis, 1968a *
Pn-3,5-diglic 0,1% N HCI 520 36654 Niketic-Aleksic e Harazdina,1972*

Fonte: Jordheim et al.,2007; *Giusti e Wrolstad (2001); Giuist, Rodriguez-Saona, Wrolstad (1999).
Abreviaces: ara: arabinose; gal: galactosideo; glic: glicosideo; rut: rutinosideo; sam: sambibiosideo; sof: soforosideo
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Tabela 2: Diferentes valores de absortividade molar relatadas na literatura (continuagao)

L. Absortividade L
Antocianinas Solvente Avis-max Referéncia
Molar (€)
Peonidina (Pn)

Pn-3-gal 15:85, 0,1N HCI/Etanol 532 48400 Sakamura e Francis, 1961*

15:85, 0,1N HCI/Etanol 532 48400 Zapsalis e Francis, 1965

15:85, 0,1N HCI/Etanol 531 48340 Fuleki e Francis, 1968a *
Pn-3-gli 0,1%HCI/MetOH 536 11300 Somers, 1966*

10%EtOH (pH 1,5) 512 14100 Heredia et al., 1998*

Petunidina (Pt)
Pt-3,5-diglic HCI /MetOH 535 23440 Swain, 1965*

Niketic-Aleksic e

Pt-3,5-diglic 0,IN HCI 520 33040 Harazdina,1972*
Niketic-Aleksic e
Pt-3,5-diglic 0,IN HCI 520 33040 Harazdina,1972*
HCI /MetOH 535 23440 Swain, 1965*
Pt-3-glic 0,1%HCI/MetOH 546 12900 Somers, 1966*
10%EtOH (pH 1,5) 520 18900 Heredia et al., 1998*
Tamp#o aquoso (pH 1) 511 21000 Jordheim et al.,2007
HCl/Metanol 527 23000 Jordheim et al., 2007

Fonte: Jordheim et al.,2007; *Giusti e Wrolstad (2001); Giuist, Rodriguez-Saona, Wrolstad (1999).
Abreviaces: ara: arabinose; gal: galactosideo; glic: glicosideo; rut: rutinosideo; sam: sambibiosideo; sof: soforosideo

A maioria dos valores reportados na literatura é de 1970 ou inferior a essa data. E
necessario considerar que ndo existiam técnicas tdo avancadas como nos dias de hoje. Sendo
assim, a grande variagdo nos valores relatados também pode ser atribuida as dificuldades na
preparacdo de uma solugdo cristalina de antocianina, livre de impurezas e em quantidade
suficiente que permitisse uma pesagem confiavel (FULEKI e FRANCIS, 1968: FRANCIS,
1982), pois, a presenca de impurezas na amostra poderd levar a uma baixa estimacdo no
calculo do coeficiente de absortividade, erro que pode ser atribuido & presenga de compostos
que contribuam para o peso, mas, que ndo interferem na cor. Outro efeito que podera ocorrer
com presenca de outros compostos fendlicos na matriz, seria o efeito hipercrébmico que se
explica através da copigmentacdo entre a antocianina e outro composto fendlico incolor
(Figura 7), causando assim uma superestimacdo no valor do coeficiente de absortividade
(IACOBUCCI e SWEENY,1983; MAZZA e BROUILLARD, 1990; GIUST, RODRIGUEZ-
SAONA, WROLSTAD, 1999; FALCAO, 2003).

A Tabela 2 permite observarmos que a maioria dos valores de absortividades
calculados nos periodos de 1980 até 2007, apresentam-se mais baixos do que os observados
anteriormente a esse periodo. O coeficiente de absortividade observado para a cianidina-3-
glicosideo pode ser um exemplo desta observacdo. Pode-se observar que foi utilizado pelos
dois autores de décadas diferentes (1966 e 2007) o mesmo sistema de solvente. No caso, foi
utilizado o tampéo aquoso (pH 1,0). Os dois trabalhos relatam que observaram o0 mesmo
comprimento de onda, 510nm, para a cianidina-3-O-glicosideo, mas o coeficiente de
absortividade apresenta uma variacdo entre a observacdo dos autores Jordheim et al. (2007) de
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um percentual de 34,5% para menos do que o observado pelos autores Jurd e Arsen em 1966.
Giust e colaboradores, em 1999 relatam a similaridade do valor do coeficiente de absortividade
da aglicona pelargonidina ao compararem seu dado obtido no trabalho com o relatado pelo
Schou em 1927 (Tabela 2). No entanto, eles também observaram neste mesmo trabalho que o
coeficiente de absortividade obtido para a pelargonidina-3- glicosideo por eles apresentou um
valor inferior ao reportado anteriormente por Jorgensen e Geissman. (1955) (Tabela 3). Vale
neste caso fazer uma observacao que nos dois experimentos nao foi utilizado o mesmo sistema
de solvente. Isso podera de certa forma vir a justificar a diferenca de valores encontrados entre
eles, visto que, em 2007 o trabalho de Jordheim et al. (2007) também observou valor superior
ao observado por Giust et al. (1999) e nesse caso s6 houve uma variagdo na concentragao do
acido (HCI) utilizado no sistema, Tabela 3.

Figura 7: Exemplo de copigmentacdo entre uma antocianina e um copigmento incolor. Fonte: IACOBUCCI e
SWEENY, 1983 apud FALCAO, 2003.

Tabela 3: Coeficiente de absortividade molar em sistemas de solventes diferentes

A Avis- ivi -
Antocianina Solvente v Absortividade Referéncias
max Molar ()
1%HCl/4gua 496 27300 Joergensen e Geissman, 1955*
Pelargonidina-3-glicosideo 0,1% HCI/MetOH 508 17330 Giusti et al., 1999
0,01% HCI/MetOH 502 24000 Jordheim et al.,2007

Fonte: *Giusti et al. (1999); Jordheim et al.,(2007).

2.5.1 Cromatografia Liquida

Esta metodologia ficou definida no inicio da primeira década do século XX, devido
aos experimentos realizados pelo boténico russo Mikhail Semenovich Tswett, considerado por
muitos como o pai da cromatografia moderna. A partir de seus experimentos, onde efetuou a
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separacdo de extratos de plantas por adsor¢do diferencial em colunas de vidro, ficou visivel o
potencial da metodologia em separar os componentes de uma mesma matriz. Desde entéo,
grandes avangos nesta area vém sendo relatados na literatura. Sendo assim, devido a esses
“grandes avangos”, hoje em dia pode-se dizer que a cromatografia liquida estd dividida em
dois grupos: Cromatografia Liquida “Classica” (CLC) e a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE).

2.5.1.1 Cromatografia Liquida Classica (CLC)

O termo Cromatografia Liquida Classica é utilizado hoje em dia para designar a
técnica em que se usam colunas de vidro para a realizacdo de experimentos. A CLC utiliza
coluna de vidro de didmetro interno variado. De uma maneira geral, a coluna de vidro é um
tubo de vidro, com a extremidade inferior afilada, podendo ou ndo terminar em uma torneira,
que permitird o controle da vazdo da fase movel. A parte superior da coluna é aberta, para
permitir a entrada da amostra e fase movel. A fase estacionaria podera rechear a coluna com
particulas de tamanho que pode variar de 60 a 200um. Esta fase é suportada proximo a parte
afilada, com chumaco de Ia de vidro ou por uma placa porosa de politetrafluoretileno (PTFE),
conforme demonstra a Figura 8.

GOUVEA,A.C.M. S

Figura 8: Esquema de uma coluna de adsor¢do: A-Reservatorio; B- Fase Mével; C- Coluna de vidro recheada
com adsorvente; D- Camada de recheio ou areia; E-Amostra; F- La de vidro; G- Frasco coletor; H- Analitos
isolados coletados.
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A fase mével percola a coluna devido a forca gravitacional ou com a aplicacdo de uma
pressdo reduzida (vacuo). Dependendo do adsorvente e do que compde a amostra, 0 recheio
da coluna sé podera ser utilizado uma sO6 vez. Dessa maneira, essa metodologia pode
apresentar desperdico de material além de se tornar muito trabalhosa para o operador. Outra
desvantagem esta relacionada ao analito. A observacdo da separacdo so é eficiente se este
apresentar coloracdo no comprimento de onda visivel. ApOs a coleta do material, sera
necessario utilizar uma técnica auxiliar, tal como espectrofotometria, ou simplesmente um
registro gravimétrico, para dosar cada um dos componentes da amostra nas fragdes coletadas.
Finalmente registra o resultado sob a forma de um cromatograma: grafico de concentracdo da
amostra versus o numero da fracdo (COLLINS, BRAGA e BONATO, 2008).

2.5.1.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Nos ultimos anos, a cromatografia liquida vem sendo uma das técnicas mais
empregadas pela ciéncia nas mais diversas areas. A cromatografia liquida permite a
separacdo, e com ajuda de padrdes de referéncia para montar uma curva analitica, a
quantificacdo de analitos em amostras complexas, a medida que seus equipamentos foram
ficando mais modernos e sofisticados. A partir da década de 70, varios nomes tém sido
utilizados para denominar essa técnica. A sigla HPLC inicialmente significando “High
Pressure Liquid Chromatography” e posteriormente com a evolugdo da técnica, passou a ser
conhecida como “High Performance Liquid Chromatography” (LANCAS, 2009), ¢ em
portugues CLAE “Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia” sdo as mais utilizadas
(COLLINS, BRAGA e BONATO, 2008). Em termo de praticidade, alguns fabricantes
desenvolveram equipamentos modulares. Isso ndo somente permitiu ao usuario configurar o
cromatdgrafo liquido de acordo com sua necessidade analitica, como também tornou possivel
intercambiar com maddulos de diferentes fabricantes. Com o auxilio de novos detetores como:
espectrofotométricos que podem operar em comprimento de onda variavel; fluorescéncia
induzida por laser; espectrémetro de massas, tornou-se possivel a detecdo de uma faixa mais
ampla de substancias e de compostos que se encontram em baixa concentracdo na amostra
analisada.

No mercado podem ser encontrados varios tipos de equipamentos cromatogréaficos,
mas basicamente seguem uma linha de funcionamento como é descrito a seguir: a técnica
consiste na introducdo da amostra no equipamento através de um injetor (manual ou
automatico), onde encontra o solvente apropriado para a analise (fase moével ou eluente) que €
impulsionado por uma bomba de alta pressdo em dire¢do a coluna onde ocorre a separacao
dos analitos. O efluente que sai da coluna passa pelo detetor, que acusa o (s) analito (s) eluido
(s) gerando um sinal que é captado por um software adequado, desenvolvido especificamente
para sistemas de CLAE, instalado numa CPU que se encontra interligado ao equipamento,
permitindo assim a aquisicao de dados (Figura 9). O resultado é obtido em tempo real ao da
analise através de um cromatograma, gerado na tela do computador, em funcdo do sinal
interpretado e o tempo de corrida, (LANCAS, 2009 apud DONG, 2006; McMASTER, 2007;
MEYER, 2004; SNYDER, 2009). Esses softwares também permitem ajustes de picos, calculo
automatico de concentracdo, correcdo da linha de base, etc.

Nessas ultimas décadas, além de ter ocorrido avango na instrumentagdo houve também
um grande salto no desenvolvimento tecnoldgico para confeccdo de colunas cromatograficas,
possibilitando o preparo de particulas com didametros menores da fase estacionéria. 1sso tem
permitido corridas mais rapidas sem, contudo, comprometer o desempenho cromatografico
(MALDENER e JARDIM, 2009; LANCAS, 2010), proporcionando separagdes mais
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eficientes, corroborando com a necessidade atual de aumento no nimero de analises com a
intencdo de melhoria na producédo e reducao de custos.

De uma forma geral, a reducéo no tempo de analise vai impactar na questdo ambiental,
pois, analises por CLAE geram uma grande quantidade de residuos, e dependendo dos tipos
de solventes empregados nas analises podem apresentar grande grau de toxicidade. Dessa
forma, justificam-se com isso modificacbes nos métodos para minimizar o consumo dos
mesmos. Pois, 0 ajuste do método sO se justifica quando ndo ha comprometimento na
eficiéncia da anélise, mantendo assim uma boa resolugdo entre os componentes da amostra.
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Computador
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Figura 9: Esquema basico do sistema cromatografico.

GOUVEA, A. M. S.

Também nessa area, podemos destacar o desenvolvimento de colunas com suportes
monoliticos (Figura 10), que consistem em um Unico bloco cilindrico poroso, inserido no tubo
da coluna cromatografica.
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Figura 10: Esquema de uma fase monolitica (Adaptado da fonte: SILVA, COLLINS E BOTTOLLI, 2011).
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O material monolitico pode ser organico ou inorganico, polimetacritato e poli
(estireno-divinilbenzeno). Os mais usados em CLAE sdo os monoliticos a base de silica. As
vantagens deste tipo de colunas é que a sua estrutura e geometria oferecem menor resisténcia
a vazao da fase mdvel comparada aos materiais particulados. Portanto, analises com fluxos
maiores que 5 mL/min podem ocorrer sem perdas significativas da eficiéncia de separacéo
(FARIA et al., 2006; LANCAS, 2011)

Colunas (Core Shell)

Mais recentemente a utilizacdo de particulas sélidas ndo porosas, recobertas com
filmes (camadas) de material poroso, vem ganhando grande destaque na comunidade
cientifica. Esse conceito de fase estacionaria surgiu nos anos 60 com particulas solidas em
torno de 60 micrometros. O uso dessas particulas teve muita aplicacdo para separacdo de
proteinas. Nos anos seguintes, mais recentes, houve uma grande evolucdo no tamanho do
didmetro das particulas, diminuicdo. Atualmente, muitos estudos mostram uma enorme
vantagem no emprego dessa particula porosa recobrindo um material ndo poroso sobre as
colunas utilizando particula totalmente porosa. Essas colunas, hoje em dia, usam particulas
com diametro reduzido, menor que 3 micrometros, com menor pressdo e maior eficiéncia,
podendo ser utilizadas em aparelhos que ndo sdo de ultra presséo.

2.5.2- Utilizacdo da técnica Cromatografia Liquida de Ultra Performance acoplada a
espectrometria de massas em Tandem (CLUE-EM/EM)

A Cromatografia liquida é uma técnica de separacdo fundamental e capaz de analisar
substancias ndo volateis ou termicamente frageis. A Cromatografia Liquida de Ultra
Performance, é uma técnica recente que utiliza pressdes altissimas (até 15000 psi), vazdes na
ordem de nanolitros e colunas com particulas de até 1,7 um de didmetro (2,1 mn DI de
comprimento), produzindo separac@es extremamente rapidas e bem resolvidas.

Os avancos na instrumentacdo e nas técnicas de ionizacdo tem permitido nos dltimos
anos o uso da Espectrometria de Massas (EM) como uma grande e sofisticada ferramenta de
identificacdo de compostos organicos desconhecidos. O processo € mais uma confirmacéo do
que identificacdo da estrutura, pois, 0 uso desta técnica requer prévias informag6es para que
se possa escolher adequadamente qual seria 0 melhor processo de ionizacdo a ser utilizado na
analise.

Outras informag0es como: origem da amostra; como foi obtida; processo de extracao;
solventes utilizados; e informacgfes sobre substancias semelhantes, serdo também esséncias
para solucionar muitos problemas na identificacdo. Na pratica, muitas dificuldades séo
causadas, justamente, porque para essa analise sdo utilizadas pequenas quantidades, sendo,
portanto necessario considerar: o isolamento, purificagdo; remocéao de solventes; prevencdo de
contaminacao; e decomposicdo de compostos instaveis (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

Sendo assim, o desenvolvimento da EM até seu estagio atual permitiu que essa técnica
se tornasse uma das mais importantes ferramentas analiticas disponiveis. Hoje, é capaz de
gerar um sinal tridimensional (intensidade x tempo x dados espectrais) e fornecer informacoes
de peso molecular, de caracteristicas estruturais, de quantidade, identidade e pureza de uma

22



amostra. Segundo o Prof. John Bennett Fenn (Nobel em Quimica em 2002), “A
Espectrometria de Massas € uma arte de medir &tomos e moléculas para determinar suas
massas moleculares”. Considerando que as informacdes sobre a massa molecular sejam exatas
(soma das massas monoisotopicas dos 4tomos), seria, portanto, frequentemente util para a
determinacdo da identidade de um composto ou substancia, pois € Unica para cada férmula
molecular. A Figura 11 mostra um esquema de um espectrometro de massas de alta resolucéo
(massas acuradas).

3 detector MCP
quadrupdlo multiplier
channel plate

enrada  entrada referéncia
analito spray lock mass

Fonte:

ionizacao

Detector:

contagem

Analizador:

selegao, fragmentacao e

determinacdo da massa exata

Figura 11: Representacdo dos principais setores de um espectrometro de massas de alta resolucédo (QTOF),
Fonte: Waters®, 2008.

De uma forma geral, a EM baseia-se na medida da relacdo massa/carga (m/z) de
fragmentos idnicos gerados a partir de um processo de ionizagdo da amostra. O uso dessa
técnica requer certo conhecimento de quimica organica para que se possa interpretar as
massas dos ions moleculares (m/z), assim como os fragmentos gerados durante as analises dos
compostos orgénicos. Por isso, a EM além de ser uma técnica que demanda uso de
instrumentacdo onerosa, necessita também de operadores e/ou analistas qualificados no
manuseio e interpretacdo dos espectros gerados, permitindo assim, que se monte uma espécie
de “quebra-cabecas” da estrutura quimica da substancia de interesse.

A amostra a ser analisada pode ser introduzida de forma direta ou indireta. A introducéo
direta da amostra é realizada através de um dispositivo (uma seringa) ligada a fonte de
ionizagdo, onde ocorre a vaporizagdo, por um capilar. Com o desenvolvimento das técnicas
cromatogréaficas criou-se a possibilidade do uso de um Cromatdgrafo como fonte de
introducé@o de amostras de forma indireta e automatizada no EM.
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Os dois componentes principais deste processo sdo a fonte de ions que ioniza a
amostra e o analisador de massas que separa 0s ions de interesse. A combinagdo dos varios
tipos de ionizagdo com os analisadores de massas existentes dependera do tipo de informacéo
necessaria e da quimica de amostra.

A técnica de ionizacdo mais eficiente nem sempre € facil de ser prevista. A natureza
quimica do analito e as condi¢Ges de separacdo tém grande influéncia sobre a escolha.
Atualmente, para separagdes por Cromatografia Liquida (CL), as principais fontes de ions sdo
baseadas no principio da desorcdo. A técnica chamada de API (Atmospheric Pressure
lonization) tem a vantagem de ser aplicavel a substancias ndo volateis e termicamente
instaveis. A molécula no estado liquido é convertida diretamente a ions gasosos, ou seja, a
amostra das moléculas € vaporizada e depois sofre ionizac¢do. Os ions do analito sdo separados
das moléculas neutras mecénica e eletrostaticamente (SKOOG, 1997). Algumas varia¢Ges da
técnica de ionizagdo a pressdo atmosférica sao:

e ESI (Eletronspray) —O eluente cromatografico € nebulizado em uma camara na
presenca de um campo eletrostatico e um gés aquecido. E uma fonte onde a ionizagéo
ocorre a pressao atmosférica (API- Atmospheric Pressure lonization). O campo
eletrostatico causa dissociacdo das moléculas do analito e o gas produz a evaporacao
do solvente. E especialmente (til para anélise de biomoléculas grandes como proteinas
e peptideos, mas também pode analisar moléculas menores. Moléculas grandes
frequentemente adquirem mais de uma carga e torna-se necessario utilizar um
processamento matematico chamado deconvolucéo (Figura 12).

e APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) — O eluente cromatografico é
vaporizado. O solvente gasoso resultante é ionizado por uma descarga de elétrons. Os
fons do solvente transferem carga para as moléculas do analito através de reacbes
quimicas. E aplicavel para uma vasta faixa de moléculas polares e ndo polares. Como
necessita de aquecimento normalmente ndo é compativel para grandes biomoléculas.

e APPI (Atmospheric Pressure Photoionization) — O eluente cromatografico é
vaporizado. Uma lampada de descarga gera fétons em uma faixa estreita de energia de
ionizacdo. Esta faixa é cuidadosamente selecionada para maior parte das moléculas do
analito com o minimo possivel de ionizacdo das moléculas do solvente. E aplicavel
para as mesmas espécies quimicas da técnica APCI, especialmente compostos nao
polares e baixos fluxos.
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Figura 12: Esquema de uma fonte de ionizagéo por eletrospray (ESI*), Fonte: Waters®, 2008.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes e Solventes

Os solventes e reagentes empregados nos experimentos foram: acido cloridrico P.A
(Tedia®); acetonitrila (Tedia®), metanol (Tedia® e Merck®) e acido férmico: 96% (Tedia®); e
98% (Merck), todos grau HPLC (CLAE), metanol (Tédia®) grau para as analises no
espectrdmetro de massa. Utilizou-se também agua ultrapura grau Milli-Q® Gradient 10A.

3.2 Equipamentos

Para o desenvolvimento dos experimentos foram utilizados os equipamentos: balanca
analitica com 4 casas decimais (BEL-Engineering); centrifuga THERMO® (Electron
Corporation Sorvall Biofuge Stratos), microcentrifuga modelo Bransonic®; Liofilizador modelo
L101, marca — Liotop; Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiencia (Alliance® 2695 Waters) com
forno para colunas, injetor automatico e equipado com valvula de 6 canais (Rheodyne®); detetor
de arranjo de fotodiodos UV-Vis (2996 Waters); sistema de aquisicdo de dados software
Empower; sistema de purificacdo de agua Milli-Q A 10; vortex; rotaevaporador (Biichi);
ultrasson Cleaners; Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia com forno e injetor automatico
(ACQUITYTM Ultraperformace LC — Waters) acoplado ao espectrémetro de massas QTOF
(SYNAPT mass espectrometry ,Waters); espectrofotdmetro Shimadzu® UV-Vis 1800; medidor
de pH PHmetro Microprocessado de bancada, modelo W3B (BEL-Engineering); moinho de
facas ( IKA) modelo A1l e Blender.

3.2.1 Insumos

Colunas cromatograficas: C1s: Symmetry (150 x 4,6mm) tamanho de particula 3,5um,
Thermo Scientific C1s BDS® (100 x 4,6mm), tamanho de particula 2,4 pm; ACQUITY UPLC®
BEH 2,1 x 150mm) tamanho de particula 1,7um. Coluna de vidro (30cm de comprimento por
2cm de didmetro interno), recheio de fase Cig carbon 17%, 60 A Silicycle (ultra pure silica
gels). Cartuchos: Sep-Pak ® Cis (20cc) 5,09 e 1,0g (Waters), e Oasis® MCX (20cc) 1 g Cation-
exchange SPE. Filtros millipore 0,45 e 0,22um (membrana hidrofilica),

3.3 Preparo de Solucdes

Solucéo 1- Solucéao de extracédo: acido formico/metanol (10:90- v/v)

Para o preparo de 1 litro de solucéo de extracdo, mediu-se 100 mL de &cido férmico
(98%), em uma proveta com tampa, completou-se o volume com metanol até completar 1 litro.
A solucdo foi homogeneizada e transferida para um frasco com tampa.

Para o preparo da solugdo utilizando acido formico (96%), foram adicionados 104,15
mL do &cido férmico (100 mL foi medido em uma proveta e 4,15 mL em uma pipeta automatica
de 5mL), em uma proveta com tampa, e adicionou-se metanol até completar 1 litro. A solugéo
foi homogeneizada e transferida para um frasco com tampa.
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Solucéo 2- Solucao: acido férmico/ metanol/ agua Milli-Q (10:10:80- v/iv/v)

Para o preparo de 500 mL de agua de Milli-Q foram transferidos para um baldo de 1
litro, em seguida acrescentou-se 10 mL de acido férmico (98%) ou 10,42 mL (10,0 mL foi
medido em uma proveta e 0,42 mL em uma pipeta automatica de 1 mL) de acido formico (96%),
10 mL de metanol e completou-se o volume até 1 litro com a agua de Milli-Q. Homogeneizou-
se a mistura e transferiu-se para um frasco com tampa.

Solucéo 3- Solucao: acido férmico/ agua Milli-Q (10:90- v/iv)

Para o preparo de 1 litro da solugédo de acido formico 10%: 500 mL de agua de Milli-Q
foram transferidos para um bal&o de 1 litro, em seguida acrescentou-se 100 mL de acido formico
(98%) ou 104,15 mL (100 mL foi medido em uma proveta e 4,15 mL em uma pipeta automatica
de 5mL) de acido férmico (96%), completou-se o volume até 1 litro com a agua de Milli-Q.
Homogeneizou-se a mistura e transferiu-se para um frasco com tampa.

Solucéo 4-Solucdo: &cido férmico/agua Milli-Q (5:95- v/v)

Para o preparo de 1 litro de solucéo de acido férmico 5%: 500 mL de agua de Milli-Q
foi tranam transferidos para um baldo de 1 litro, em seguida acrescentou-se 50 mL de acido
formico (98%) ou 52,1 mL (50 mL foi medido em uma proveta e 2,1 mL em uma pipeta
automatica de 5mL) de acido férmico (96%), e completou-se o volume com a agua Milli-Q.
Homogeneizou-se a solugéo e transferiu-se para um frasco com tampa.

Solucéo 5-Solucéo: acido formico/ agua Milli-Q (1:99- v/v)

Para o preparo de 1 litro de solugéo acido formico 1%: 500 mL de 4gua de Milli-Q foram
transferidos para um baldo de 1 litro, em seguida foram adicionados 10 mL de &cido férmico
(98%) e completou-se o volume com a dgua Milli-Q. Homogeneizou-se a solucao e transferiu-
se para um frasco com tampa.

Solucéo 6-Solucdo: &cido férmico/agua Milli-Q (0,1:99,9- v/v)

Para o preparo de 1 litro da solucéo acido formico 0,1%, 500 mL de agua de Milli-Q
foram transferidos para um baldo de 1 litro, adicionou-se 1 mL de &cido férmico (98%) e
completou-se o volume com a agua Milli-Q. Homogeneizou-se a solucdo e transferiu-se para
um frasco com tampa.

Solucéo 7-Solucéo: acido cloridrico/metanol (1:99- v/v)

Para o preparo de 100 mL da solucéo acido cloridrico 1%/, 50 mL de metanol foram
transferidos para um baldo de 100 mL, em seguida 3,3 mL (medido em uma pipeta automatica
de 5mL) de &cido cloridrico (36%) foram adicionados e completou-se o volume com o metanol.
Homogeneizou-se a solugdo e transferiu-se para um frasco com tampa.

Solucéo 8- Solugéo: &cido formico/ metanol (1:99-v/v)

Para o preparo de 100 mL da solucdo acido formico 1%: 50 mL de metanol foram
transferidos para um baldo de 100 mL, em seguida acrescentou-se 1 mL de &cido férmico
(98%), completou-se o volume até 100 mL com o metanol. Homogeneizou-se a mistura e
transferiu-se para um frasco com tampa.
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Solucéo 9- Solucao: acido férmico/ agua Milli Q/metanol (0,6: 59,4:40,0- viviv)

Para o preparo de 100 mL da solucéo de acido férmico 1% em metanol, 59,4 mL de
agua Milli-Q foram transferidos para um baldo de 100 mL, em seguida acrescentou-0,6 mL de
acido foérmico (98%), completou-se o volume até 100 mL com metanol. Homogeneizou-se a
mistura e transferiu-se para um frasco com tampa.

Solugdo 10- Solucdo metanol / &cido férmico /agua MilliQ (10,0:0,9:89,1- v/viv)

Para o preparo de 100 mL da solucgéo, 84,5 mL de agua Milli-Q foram transferidos para
um baldo de 100 mL, em seguida acrescentou-5,5 mL de acido férmico (98%), completou-se o
volume até 100 mL com metanol. Homogeneizou-se a mistura e transferiu-se para um frasco
com tampa.

3.4. Matrizes Estudadas

As espécies vegetais utilizadas para a execucgdo deste trabalho foram: flor do jambeiro
(Syzygium malaccense L.); flor de Ipé roxo (Tabebuia avellanedae), flor da Romazeira (Punica
granatum L); flor de Erythrina (Erythrina speciosa); bracteas vermelha da planta Bico de
Papagaio (Euphorbia pulcherrina); espata da flor de estrelitzia ou ave-do-paraiso (Strelitzia
reginae); Flor do Hibisco dobrado cor de salméo (Hibiscos sinensis); acai (Euterpe oleracea
Mart.); acerola (Malpighia punicifolia L); ameixa vermelha (Prumus sp.); amora preta
(cv.Tupy); fruto da amendoeira (Terminalia catappa); jabuticaba (Plinia trunciflora ou sinomia
Myrciaria trunciflora O. Berg e Plinia grandifolia Mattos ou sinomia Myrciaria grandifolia
Mattos); jambo (Syzygium malaccense L); jameldo (Syzygium cumini L, ex-Eugenia jambolana
Lam. ou Syzygium jambolanum DC); framboesa (Rubus sp.); jugara (Euterpe edulis); amora-
preta silvestre (Morus nigra); maca ( Malus domésticas, cultivares: Fuji; Argentina, Gala, Red
Delicius); manga casca vermelha (Mangifera indica L, cultivar Tommy); morango (Fragaria
spp.); mirtilo (Vaccinium spp.); mangostin (Garcinia mangostana L.); péra de casca vermelha
(Pyrus comunis, cultivar red Bartlett); pitanga negra selvagem (E. sulcata); Neomitranthes
obscura (DC.) N. Silveira variedade de casca preta, conhecida popularmente como pitanga de
cachorro, camboim de cachorro ou pitanga da restinga; roma (Punica granatum L.); uva (Vitis
vinifera spp.) denominada uva-preta sem semente do Chile; Kyoho, Red Globe, Niagara
Rosada; arroz-vermelho (Oryzza sativa); arroz-preto (Oryzza sativa); soja-preta (Glycine L.);
berinjela (Solanum melongena); cebola roxa (Allium cepa); repolho roxo (Brassica oleracea
L., cultivar capitata.), alface roxa (Lactuca sativa L.). As partes utilizadas de cada espécie
podem ser observadas no organograma da Figura 13.

3.4.1 Origem das matrizes

Foram avaliadas as antocianinas contidas em 43 amostras de vegetais, onde 36 dessas
matérias-primas eram provenientes de matrizes alimenticias (frutas e hortalicas) e 7 oriundas
de flores. Onde 57% dessas matérias-primas foram adquiridas em mercado local no Rio de
Janeiro [ameixa, framboesa, manga Tommy, morango, mirtilo, mangostin, pera de casca
vermelha, maca (cultivares: fuji; argentina; gala e red), uva (cultivares: Kyoho; Niagara-
Rosada; Red Globe) e uva sem semente de casca preta vendida no mercado como “uva preta
do Chile”, soja preta, berinjela, cebola roxa, repolho roxo, alface roxo, arroz-preto da marca
Tio Jodo]. Amora-preta (cv. Tupy) foi adquirido no comércio varejista do Rio de Janeiro da
empresa ‘“Mais Fruta Industria e Comércio Ltda”.
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Flor: do jambeiro; do Ipé roxo, da romézeira; da Erythrina; bractea da planta Bico de
Papagaio; espata da Flor de Estrelicia ou ave-do-paraiso (Strelitzia reginae); e Flor

do Hibisco dobrado cor de salméo (Hibiscos sinensis).

Fruto da amendoeira; acai; amora-preta (cv. Tupy); ameixa-vermelha; acerola; roma,

jabuticaba (P. trunciflora e P.grandifolia); jambo; jameldo; framboesa; jucara; amora-
preta (silvestre); maca (cultivares: Fuji; Argentina, Gala, Red Delicias); manga
(cv.Tommy); morango; mirtilo; mangostin; pera casca vermelha; pitanga negra

selvagem (E. sulcata); pitanga de cachorro (Neomitranthes obscura); uva (cultivares:
Kyoho, Rubi, Niagara Rosada e Vitis vinifera spp (denominada por uva-preta do Chile

/

Arroz vermelho; arroz preto; soja

Berinjela

Cebola roxa

<
\-

Repolho roxo e alface roxa

o

Figura 13: Organograma com as partes de 43 matrizes.




A polpa de acai pasteurizada foi proveniente de uma industria processadora de acai,
localizada em Tome-Acu/Para. Arroz vermelho e jucara foram matérias-primas provenientes
de estudos realizados na Embrapa CTAA. As matérias-primas restantes como fruto da
amendoeira; jambo, jameldo (Syzygium cuminii), foram coletadas na Regido de Guaratiba.

A jabuticaba (P. trunciflora e P.grandifolia), Eugenia sulcata spring ex Mart.
(pitanguinha roxa selvagem) e Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira (pitanga de cachorro),
foram adquiridas a partir de coletas realizadas no estado do Rio de Janeiro, sob a supervisdo do
Botanico, D.Sc. Marcelo da Costa Souza, na época trabalhando no Museu Nacional do Rio de
Janeiro.

Os frutos Eugenia sulcata spring ex Mart. e Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira
tiveram suas exsicatas depositadas no herbarium da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro sob o nUmero RBR35798 e RBR35925, respectivamente.

3.4.1.1 Pré- tratamento das matrizes

As matrizes jabuticaba (P.trunciflora e P. grandifolia), ameixa-vermelha; jambo,
jameldo; maca (Fuji; Argentina, Gala, Red Delicius), manga (Tommy), mangostin, morango,
pera vermelha, uva (Uva-preta do Chile sem semente; Kyoho, Red Globe, Niagara Rosada)
pitanga da restinga (N. obscura), pitanga negra selvagem (E. sulcata) e berinjela foram lavadas
com 4agua filtrada e descascadas manualmente com auxilio de faca inox quando necessario
(Figura 14).

As matrizes agai, jucara, amora-preta e roma foram diluidas com volume suficiente de
agua para que pudessem ser processadas em blender até formar uma solucdo homogénia. As
matrizes de fruto de amendoeira, cebola roxa (Alliun cepa L.), repolho roxo (Brassica oleracea
L.), alface roxa (Lactuca sativa) e flor do jambeiro, foram cortadas em pequenos pedacos.

Posteriormente a cada procedimento, o material obtido foi congelado em freezer (-
18°C) e submetido ao processo de liofilizacao.

OUVEA A C.M.S.

- - /
. / 25.09.2013

Figura 14: Processo de retirada das cascas de duas matrizes: A) pitanga de cachorro (Neomitranthes obscura) e
B) jameldo (Syzygium cuminii).

30



O processo foi realizado em Liofilizador Liotop (Figura 15) a temperatura de -40°C
durante 24 a 48 horas. Apos a liofilizacdo o material obtido foi triturado em moinho de facas
até serem transformados em um pé, em seguida foram acondicionados em sacos de aluminio
hermeticamente fechados.

As matrizes acerola (M.emarginata), framboesa (Rubus idaeus L.) e mirtilo (Vaccinium
spp.), foram apenas maceradas e uma parte, + 1grama, foi separada para analise qualitativa
sendo o restante guardado congelado no freezer (- 18°C). As pétalas das flores do Ipé roxo, da
romazeira, da Eryithrina, do hibisco salmao e a espata da flor estrelitzia ou ave-do-paraiso e as
bracteas da planta Bico de Papagaio foram apenas cortadas em pequenos pedacos e postas em
imersdo na solucdo 1 (acido férmico/metanol; 10:90, v/v).

GOUVEA, A.C. M. S.

Figura 15: Processo de liofilizacdo, produto gerado ap6s serem triturados em moinho de faca, matrizes: A)
pitanga de cachorro (Neomitranthes obscura) e B) jamel&o (Syzygium cuminii).

3.4.2 Métodos de extracdo

- Extracdo I- Para andlise qualitativa

Foi pesado de 0,1 a 0,59 da amostra em tubo de microcentrifuga (volume de 2mL) e,
logo em seguida, completado com a solugéo 2 (&cido formico/ metanol/agua Milli Q; 10:10:80,
vIvIv), quando necessario triturou-se com bastao de vidro, apos levou-se ao vortex por 1 minuto
e, por fim, foi centrifugado na microcentrifuga na velocidade de 14.000 rpm por 5 minutos.
Retirou-se o sobrenadante transferindo-o para um vial que foi imediatamente levado ao injetor
para analise cromatografica.

- Extracéo I1-Para analise quantitativa

Pesou-se de 0,05 a1 g do pé liofilizado em tubo (50 mL) de tampa com rosca apropiada
para ser utilizado em centrifuga. Em seguida, adicionou-se ao tubo 2,0 mL de solucédo 1 (acido
férmico/metanol; 10:90, v/v), levou-se ao vortex para ser agitado durante 1 minuto, ao
ultrassom por 10 minutos e posteriormente centrifugou-se a 6.000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi entdo transferido para um baldo volumétrico de 10,0 mL. Repetiu-se o
processo de lavagem descrito acima com o residuo que ficou no tubo, até que o sobrenadante
obtido ndo apresentasse mais coloracdo. Por fim, completou-se o volume do bald&o com a
solucdo 1. Uma aliquota de 1,2 mL, desta solucdo, foi microcentrifugada na velocidade de
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14.000 rpm por 5 minutos. Por fim, retirou-se uma aliquota de 200uL, do material
microcentrifugado, que foi submetida a evaporacéo utilizando fluxo de ar comprimido, filtrado,
até a secura. Em seguida, a amostra foi solubilizada no mesmo volume (200puL), com a solucao
2 (&cido formico/metanol/agua Milli Q; 10/10/80, v/v/v). O extrato obtido foi transferido para
um vial, com um redutor de volume e, levado ao injetor do cromatdgrafo. Todos o0s
procedimentos (Figura 16) foram realizados em triplicata.

Amostra

Peso de 0,05 a 1g

2mL de solucdo extratora
(10% acido formico/ 10%
metanol)

Vortex 1 min
@< Ultrassom 10 min
Centrifuga 10 min

|

Repetir lavagens (@)
até esgotar a coloracdo
no residuo.

G - B <« 8

% Retirar uma aliquota

' F_’ (200 uL) centrifugar,

. secar e ressuspende?'\l 1
para leitura v

10 mL

Figura 16: Diagrama esquematico com as etapas da extracao Il

- Extracéo Il1-Para isolamento de antocianinas

Foram pesados e divididos em quatros tubos de 50 mL de volume a massa de 4,0 a 8,0
g de po liofilizado, com tampa, especificos para centrifuga. Adicionou-se 4,0 mL da solucdo 1
(&cido férmico/metanol; 10:90, v/v) em cada tubo e, levou-se ao vortex para ser agitado durante
1 minuto, em seguida ao ultrassom por 10 minutos e posteriormente centrifugou-se a 6000 rpm
por 10 minutos. Todo o sobrenadante dos quatro tubos foi coletado e levado ao rotavapor Bichi
a temperatura de 38+ 2°C até a retirada total do solvente extrator.

Ao extrato seco foram adicionados 8,0 mL de solugdo 2 utilizada para anélise no
cromatdgrafo (&cido férmico/metanol/agua Milli Q; 10/10/80, v/viv). O material agora diluido
foi filtrado utilizando filtros de membrana hidrofilica Millex (0,45 um) e acondicionado em
vials que foram, em seguida, levados ao injetor do cromatdgrafo.
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A Figura 17 apresenta o organograma compondo as operacdes das trés extracdes nas

matrizes de vegetais.

Organograma
De Extracdo das
Matrizes Vegetais

1

l

Amostra Amostra
In natura Liofilizada
\ 4
v \ 4 \ 4
Extragdo Extracdo Extracéo

Figura 17: Organograma com as operacdes para as trés extracdes

3.4.2.1 Extracgdo para verificar a presenga de antocianinas nas matrizes de arroz (Oryza sativa

L.).

1) Arroz vermelho

o Teste 1: extragdo do arroz vermelho: com casca, sem casca e arroz polido

(Figura 18)

Figura 18: Amostras de arroz: 1) arroz com casca; 2) arroz sem casca; 3) arroz polido.
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As amostras foram pesadas e submetidas a extracdo seguindo a metodologia descrita na
Extracdo Il. Foram feitas extracdes em duplicata nas trés amostras (Tabela 4).

Tabela 4: Teste para extracdo do arroz vermelho.

Amostra Massa Aliquota Ressuspender
Arroz c/casca 1 0,9843 g 1,0 ml 200,0 pl
Arroz c/casca 2 1,0091 g 1,0ml 200,0 pl
Arroz polido 1 1,0099 g 1,0 ml 200,0 pl *
Arroz polido 2 1,0261 g 1,0 ml 200,0 pl
Arroz s/casca 1 0,9978 ¢ 1,0 mi 200,0 pl
Arroz s/casca 2 0,9918 ¢ 1,0 mi 200,0 ul

* Essa amostra foi perdida.

o Teste 2: extracdo utilizando o p6 do polimento do arroz vermelho —
PPAV.

A extracdo foi realizada utilizando somente o po proveniente do polimentodo
pericarpo do arroz vermelho (PPAV) (Figura 19). Foi pesada em duplicata 200,0 mg de PPAV,
a extracgdo foi realizada conforme procedimento Extracao Il.

Figura 19: 1) arroz vermelho; 2) p6 do polimento do pericarpo do arroz vermelho (PPAV).
2) Arroz preto

Para o procedimento de extracdo das antocianinas vinte graos foram submersos em agua
filtrada por no minimo 2 horas. O extrato aquoso obtido foi eluido em cartucho Sep-Pak Cig
Waters® previamente acondicionado com solucédo 8 (1% de acido férmico/metanol). Apds
satura¢do o mesmo foi lavado com 5 mL de solucdo 6 (0,1% de &cido férmico/ agua de Milli-
Q). Em seguida foi eluido com solugéo 8, o extrato obtido foi concentrado no rotaevaporador,
uma aliquota de 200,0 pL foi retirada e submetida a secura usando fluxo de N.. O material seco
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foi dissolvido em 1,0 mL da solucdo 2 de analise (acido formico/metanol/agua Milli-Q;
10:10:80- v/iviv).

3.4.2.2 Extragéo de antocianinas no fruto da amendoeira (Terminalia catappa.)

O fruto da amendoeira foi lavado e seco com papel toalha, logo em seguida, foi
descascado, e as partes foram separadas em trés grupos: casca (C); polpa entre a casca e 0
caroco (P) e; polpa fibrosa proxima ao caroco (PF) (Figura 20). Cada grupo foi triturado em
Blender até formacdo de um puré homogéneo.

A

GOVEA,A.C.M. S

Figura 20: A) Purés obtidos das trés amostras trituradas: 1- C (casca); 2- P (entre casca e 0 caro¢o); 3- PF (polpa
fibrosa préxima ao caroco). B) Caroco do fruto da amendoeira ap6s a retirada da PF.

Foi pesada uma massa de aproximadamente 0,200 g em duplicata para cada amostra
conforme a Tabela 5. A extracdo foi realizada conforme o procedimento descrito no item
Extracéo Il.

Tabela 5: Valores das massas pesadas.

Amostra Massa (gramas)
C1 0,2505
c2 0,2514
P1 0,2145
P2 0,2065
PF1 0,2266
PF2 0,2441
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3.5 Anélises Cromatograficas

3.5.1 Métodos Cromatograficos utilizando o sistema CLAE/DAD

As analises cromatogréaficas foram realizadas em sistema cromatografico com detetor
de arranjo de fotodiodos a 520nm descrito no item 3.1.

- Método cromatografico |

A etapa cromatogréafica foi adaptada da metodologia descrita para amostras liofilizadas
proposta por Brito et al. (2007). A separagdo cromatografica foi realizada utilizando coluna Cis
Symmetry, fluxo de 1,0mL/min, temperatura da coluna 30°C e modo gradiente descrito na
Tabela 6, onde o solvente A é a solucdo 3 descrita no item 3.2 e solvente B metanol.

Tabela 6: Gradiente de eluicdo para 0 método cromatografico I.

Tempo (min)  Solvente A (10% Ac. Form. *) Solvente B (Metanol *)  Fluxo

% % (mL/

min)
0-20 95-85 5-15 1
20-35 85-75 15-25 1
35-40 75-95 25-5 1
40-45 95 5 1

* Todos solventes utilizados foram grau HPLC.

3.5.2 Procedimento para desenvolver a metodologia de separacdo cromatografica
(CLAE) de antocianinas

Para esta etapa foi utilizado como matéria-prima o extrato metandlico obtido de amora-
preta (cultivar Tupy). Os frutos foram tratados e processados segundo descrito no item 3.4.1.
Em seguida foi realizada a extracdo seguindo a metodologia para amostras liofilizadas, extracdo
.

Uma aliquota de 2,0 mL do sobrenadante foi evaporada sobre fluxo de ar comprimido
filtrado realizando em seguida diluicio com o mesmo volume de solucdo 2 (acido
férmico/metanol/agua, 10:10:80, v/v/v). O extrato diluido foi transferido para um vial e injetado
para analise no cromatografo liquido (CLAE/DAD).

- Método cromatografico | |
A separacdo cromatogréafica foi realizada utilizando coluna cromatogréafica C1g Thermo

Scientific C1g BDS® fluxo 1mL/min, temperatura de coluna 40°C e modo gradiente descrito na
Tabela 7. Onde o solvente A é a solucdo 4 descrita no item 3.2 e solvente B acetonitrila.
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Tabela 7: Gradiente de eluigdo para 0 método cromatogréafico Il

Tempo (min)  Solvente A (5% Ac. Form. *) Solvente B (ACN *) Fluxo
% % (mL/Min)
- 95 5 1
10 87 13 1
14 86 14 1
16,5 95 5 1
20 95 5 1

* Todos solventes utilizados foram grau HPLC.

As analises cromatograficas seguiram as condi¢des cromatograficas do item 3.5.1 e
3.5.2 utilizando as metodologias I e Il. Trabalhou-se com trés concentracdes de acido férmico
para a fase movel A, solugdes 3 (10%), 4 (5%) e 5 (1%), para cada concentracdo foram medidos
0s seus respectivos valores de pH, Tabela 8.

Tabela 8: pH das solucdes de &cido férmico aquoso.

Fase Movel pH
(Acido Formico/ dgua grau Milli-Q®)
10% 1,87
5% 1,97
1% 2,36

3.5.3 Método Cromatografico utilizando o sistema CLUE acoplado ao espectrémetro
de massa hibrido QTOF-Synapt

As analises cromatograficas foram realizadas em sistema cromatografico liquido de
ultra eficiéncia acoplado ao detetor de espectrometria de massas, fonte (ESI*), com analisadores
Quadrupolo em série com TOF para realizar as analises EM/EM, analisador TOF em modo V.
Os equipamentos estédo descritos no item 3.1 e ilustrado na Figura 21.

3.5.3.1 Preparo da Amostra e condicdo de analise no sistema CLUE-TOF

Foi retirada uma aliquota de 100,0 uL de cada extrato obtido de todas as matrizes
analisadas, utilizando a metodologia de extracdo I. Essa aliquota foi diluida em 1,5 mL de
solucéo 9 (acido formico /agua Milli Q/ metanol- 0,6: 59,4: 40- v/v/v), filtrada em membrana
filtrante Millex da Millipore (0,22 um), transferida para vial e injetada no volume de 1 pL sob
fluxo de 0,35 puL/min, temperatura da coluna de 45°C, energia de colisdo de 4,0 V para analises
EM e variando na faixa de 4,0 a 20,0V para analises EM/EM. As condi¢fes de anlise foram
conforme gradiente descrito na Tabela 9 e parametros utilizados no espectrometro de massas
descritos na Tabela 10 para inser¢do no EM através do sistema cromatografico.

37



Figura 21: Sistema CLUE-QTOF (ESI*): UPLC ACQUITY-Synapt, Waters®. Fonte: SCHULZ, F. D., 2014.

Tabela 9: Gradiente de eluicdo para analise no CLUE.

Solvente A Solvente B Fluxo
Tempo (min) (0,1% Ac. Férmico *) (Metanol*) (mL/Min)
% %

- 95 5 0,35
1.00 90 10 0,35
2.00 88 12 0,35
3.50 85 15 0,35
4.50 85 15 0,35
6.50 80 20 0,35
8.50 70 30 0,35
8.51 90 10 0,35
9.00 95 5 0,35
12.00 95 5 0,35

* Todos solventes utilizados foram grau massa (EM).
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Tabela 10: CondicGes de analise por massas.

Capilar (Kv) 3,0
Cone (Kv) 25.0
Temperatura de dissolvatacao (°C) 350,0
Temperatura da Fonte (°C) 80,0
Fluxo Gés de dissolvatagéo (L/Hr) 750,0
Fluxo do Gés do Cone (L/Hr) 25,0
Escaneamento da Massa 100,0-1000,0

3.6 Separacgédo de Antocianinas nas Matrizes Estudadas por CLAE

As separacGes cromatograficas nos extratos obtidos da matriz de arroz vermelho
seguiram a metodologia I, para as demais matrizes foi utilizada a metodologia Il (item 3.5.1 ¢
3.5.2).

3.7 Coletas dos Pigmentos Antociéanicos

As coletas das antocianinas foram realizadas, automaticamente, com o auxilio de uma
valvula Rheodyne®, com 6 canais (Figura 22) conectada a saida do detetor (DAD). A valvula
foi programada, através do software Empower®, direcionando a saida do detetor para o canal
desejado (2, 3, 4, 5 e 6), logo ap6s o inicio da eluicdo da antocianina de interesse, voltando a
programacao para o canal referente ao descarte (lixo), canal 1, quando quase todo o analito
estivesse eluido.

Figura 22: Foto da Valvula coletora Rheodyne®, onde 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sdo canais de saida.
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Para obtencdo dos padrdes das antocianinas delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-
glicosideo, petunidina 3- glicosideo, pelargonidina 3- glicosideo, peonidina3- glicosideo e
malvidina 3- glicosideo foram utilizadas trés fontes provedoras de extratos: do fruto da
amendoeira; do epicarpo da Uva- Preta sem semente do Chile (Vitis vinifera) e do morango.

3.7.1 Purificacdo e Concentragao dos Extratos Antocianicos Isolados

A purificacdo do extrato antocianico foi realizada utilizando-se cartuchos Sep-Pak® C1s
1,0 g da Waters, previamente acondicionado com 5,0 mL da solucdo 1 (&cido férmico/metanol,
10:90- v/v). Ap0s a percolacdo e saturacdo do cartucho usando extrato de antocianina isolada,
este foi lavado com 10,0 mL de &gua acidificada, solucdo 6 (dgua Milli-Q/acido formico;
99,9/0,1- v/v). Apds a lavagem do cartucho, as antocianinas foram eluidas com 5 mL da solucéo
1. Para cada antocianina isolada foi utilizado um cartucho novo.

3.7.2 Anélise cromatogréfica das antocianinas isoladas (CLAE/DAD)

Uma aliquota de 100,0 uL do extrato antocianico isolado obtido foi seco e, logo em
sequida, diluido a0 mesmo volume em solucdo 2 (&cido férmico/metanol/agua Milli-Q;
10:10:80- v/v/v) foi injetado cromatografo e analisado para conferir o percentual de pureza. A
condicdo de corrida esta descrita no item 3.5.2 e gradiente de corrida descrito na Tabela 5. A
pureza obtida foi calculada através da equacéo I.

Equacéo I: Calculo da pureza da pureza dos padrfes de antocianinas

Pureza % (P) = _Area do pico de interesse x 100 Eq.l

Area de todos 0s picos

3.7.3 Andlise cromatografica por CLUE/EM-QTOF (ESI*), modo EM/EM para
identificacdo das antocianinas

Os espectros de massa foram obtidos por injecdo no sistema CLUE-QTOF, analises
foram monitoradas em modo EM e EM/EM. O preparo da amostra esta descrito no item 3.5.3.1,
assim como as condicOes e parametros de analise.

As andlises também foram realizadas através da insercdo direta no EM-QTOF (ESI*),
no modo EM/EM.

3.7.3.1 Célculo para exatiddo de Massa

Para o calculo da massa exata das antocianinas e antocianidinas foram utilizadas as
massas monoisotopicas (massa do isétopo mais abundante) de cada elemento componente da
molécula (Tabela 11).

A exatiddo da medida da massa das substancias obtidas nos espectros em modo EM ou
EM/EM foram calculadas com a diferenca (erro) entre a massa medida (experimental) e a massa
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teodrica (Equacdo I1). A exatiddo de massas foi medida em miliDaltons (1mDa = 0,01 unidades
de massa) ou ppm (partes por milhdo) (Equacdo IlI).

Tabela 11: Massa Nominal e Massa Exata (monoisotopica) dos elementos.
Massa Massa Exata

Elementos . . .
Nominal (Massa Monoisotdpica)
H 1 1,0078
C 12 12,0000
o] 16 15,9949
Na 14 22,9898

H= hidrogénio, C= carbono, O= oxigénio e Na= sddio

O caculo das massas exatas das seis principais antocianidinas em alimentos (cianidina,
delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina) e das suas respectivas
antocianinas com diferentes substituintes foi realizado através do software de espectrometria
de massa MassLynx (Waters).

Equacao I1: Célculo da massa exata das antocianinas.

Da = Mexperimental — Myesrica = XmDa Eq.ll

Equacdo I11: Célculo do erro em ppm

Mexperimetal —Miesrica

Erro ppm = x10°% = X ppm Eq I

Mesrica

Onde: Mexperimentai= massa da substancia observada no experimento
Miesrica= massa tedrica da substancia
mDa = mili Daltons
Ppm = parte por milhao
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3.7.4 Procedimento para avaliar as antocianinas de baixa concentracdo da matriz do arroz
preto (IAC 600)

O arroz preto (IAC 600) foi adquirido no supermercado do Rio de Janeiro. Em torno de
20 g de arroz preto foi moido no moinho de facas IKA) modelo A11. Em seguida 1g do p6 foi
submetido a extracdo. A massa foi dividida em dois tubos (0,5 g cada). Apds, seguiu-se com a
metodologia de extracdo descrita no item 3.4.2 (Extracdo | para analise qualitativa)

3.7. 4. 1 Coleta das substéncias no arroz preto

Esse procedimento foi realizado em duas etapas:

1) Uso da valvula Rheodyne®, seletora de canais (item 3.7), para a coleta no extrato do
arroz preto, ap0s a separacao cromatografica dividida em quatro tempos, chamadas de FracGes
(Figura 23).

A vélvula seletora foi programada para direcionar a saida do detetor para o canal 2 logo
apos do inicio da corrida no tr 1 minuto e, apds a elui¢do da Fragdo 1 voltando & programacao
de descarte para o lixo (canal 1), tr 5,5 min. Repetiu-se 0 mesmo procedimento para a coleta
das restantes fragdes: fracdo 2, abertura do canal 3 no tr 5,7 min e fechamento no tr 7,0 min;
fracdo 3, , abertura do canal 4 no tr 7,2 min e fechamento no tr 9,8 min e; fragéo 4, abertura do
canal 5 no tr 10,0 min e fechamento no tr 12,0 min. VVoltando para o canal 1, de descarte lixo,
até o final da corrida (20 min).

Fracdo 1

0,25
0,20 (

0,15

Fracao 4
Fracdo 3

AU

0,10

0,05

0,00

I e e B A A e e
1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00 10,00 11,00 12,00
Minutes

Figura 23: Cromatograma do extrato de arroz preto obtido no CLAE/DAD a 520 nm. Fra¢do 1) tempo de
retencdo de 1 até 5,5min. Fracdo 2) tempo de retencdo 5,7 até 7,0. Fracdo 3) tempo de retencdo 7,2 até 9,8 min e
Fracdo 4) tempo de retencdo 10,0 até 12 min.

2) Utilizacdo de coluna de vidro recheada com fase Cisg, descrita no item 3.2.1. Para as
concentragOes das amostras coletas pela valvula seletora de canais, realizou-se o procedimento:

a. Lavagem da coluna com 20 mL utilizando solugéo 1 (item 3.3);
b. Lavagem da coluna com 10 mL utilizando solucéo 5 (item 3.3);
42



c. Aplicacdo de 5 mL do extrato de arroz-preto (obtido no item 3.7 5);

d. Lavagem da coluna com os pigmentos adsorvidos utilizando 20 mL da solucédo 5 (item
3.3).

e. Eluicdo dos pigmentos com a solucdo 1 (5 mL).

3.7.5 Técnicas combinadas para purificacao de antocianinas

Purificacéo das antocianinas utilizando coluna de vidro fase Cigs/ Cartucho Oasis® (troca
catibnica) / Cartucho Sep Pak Cis. Como matriz foi utilizado o po liofilizado do fruto da
amendoeira, 0 extrato foi preparado conforme o item 3.4.2, utilizando a metodologia de
extracgéo I.

O procedimento de purificacéo foi realizado em trés etapas:

A) Utilizacdo de coluna de vidro recheada com fase Cis, descrita no item 3.2.1

Pré-tratamento para retirada de contaminantes

e Lavagem da coluna com 20 mL utilizando solucdo 1 (item 3.3);
e Lavagem da coluna com 10 mL utilizando solucdo 5 (item 3.3);

e Aplicagédo de 5 mL do extrato do fruto da amendoeira (obtido no item 3.7.
5);

e Lavagem da coluna com os pigmentos adsorvidos utilizando 20 mL da
solugéo 5 (item 3.3);

e Eluicdo dos pigmentos com a solucéo 10

A cada 1 mL de solucdo obtida devera ser diluida 10 vezes em agua ultrapura.
B) Purificacdo no Cartucho Oasis® (troca catidnica)

e Verter 12 mL da solucdo aquosa da amostra no cartucho

e Lavar com 12 mL solugéo de 0,1% TFA

e Lavar com 12 mL de solucdo MetOH/0,1% TFA

e Lavar com 6 mL MetOH/0,1% NH4OH

e Lavar com 6 mL (agua: metanol, 40:60, v/v) /0,1% NHsOH
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Apos a eluicdo do pigmento, acidifica-lo com 250 puL de acido formico (99%). Diluir
novamente com 20 mL da solucéo 5.

C) Uso do cartucho Sep Pak Cis

e Lavagem do cartucho com 5 mL utilizando solugédo 1 (item 3.3);
e Lavagem do cartucho com 10 mL utilizando solucéo 5 (item 3.3);

e Aplicacéo dos 20 mL do extrato aquoso obtido do cartucho de troca
cationica

e Lavagem do cartucho com os pigmentos adsorvidos utilizando 20 mL da
solugéo 5 (item 3.3).

e Eluicdo dos pigmentos com a solugdo 1 (5 mL)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudas 43 matrizes de frutos folhas e flor, com caracteristicas de conter
pigmentos antocianicos. O objetivo foi de encontrar fontes que apresentassem concentragdes
de antocianinas que permitissem isola-las e purifica-las de maneira que possam ser usadas como
padrdes analiticos.

4.1 Pré-tratamento das Matrizes

As amostras foram liofilizadas e em seguida trituradas até a formacéo de um po, o que
além de possibilitar a sua conservacdo para trabalhos futuros, garantiu homogeneidade as
mesmas. Esse procedimento pode ser sempre realizado, desde que, as matrizes ndo apresentem
altas concentracGes de acucar, pois tornam o produto liofilizado vitreo e gomoso ao absorver
umidade do ar. A polpa e o suco das matrizes testadas também foram liofilizados, visando sua
conservacao e uso futuro. As flores e folhas quando em grandes quantidades seguiram 0 mesmo
procedimento dos sucos e polpas, pois como o0s sucos, a liofilizagdo serviu mais para garantir
sua utilizacdo futura do que para facilitar a extracao, visto que sua superficie de contato, assim
como o tipo de tecido vegetal, facilitaram a extracdo do analito quando submersas no solvente
de extracdo, garantindo, portanto, a extracao total do pigmento.

4.2. ExtracoOes

4.2.1 Extracgdo | — Anélise Qualitativa

Para analise qualitativa (Extracao I, pag.31) ndo foi necessario partir de uma aliquota
com massa conhecida. Quanto maior a pigmentagdo menor a massa requerida para extragao.
Para algumas matrizes, como por exemplo, a matriz alface roxo, devido a presenca de outros
pigmentos, como carotenoides, ocorreu a necessidade de fazer extracdo liquido/liquido ou
utilizar a técnica extracdo em fase solida (EFS = SPE — Solid Phase Extraction), pois, apos a
extracdo com o solvente polar, algumas substancias menos polares, mas com polaridade
suficiente para serem carreadas pelo solvente extrator, ainda mascaravam sua coloracéo.

4.2.2 Extracgdo Il - Andlise Quantitativa

Para analise quantitativa (Extracdo Il, pag. 32), as extracfes das antocianinas foram
realizadas de acordo com o tipo de matriz utilizada. Mas, para matrizes provenientes de suco,
polpa ou po do liofilizado, o procedimento foi 0 mesmo. Trés lavagens foram suficientes para
a maioria das amostras. Para as matrizes que a torta ainda apresentava coloracéo foi realizada
uma quarta lavagem.

Os resultados obtidos nas analises indicaram grande eficiéncia da Extracdo Il. Andlise
realizada no residuo, apds o término das extragdes, indicou que o analito foi totalmente extraido
durante o procedimento. Além disso, os cromatogramas obtidos com os extratos das matrizes
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apresentaram uma Otima separagdo das antocianinas, com picos de magnitude que viabilizam
uma futura quantificacdo da substancia.

4.2.3 Extracgao 111

A matéria-prima liofilizada associada a metodologia de Extracdo Ill, tornou possivel
obter extratos com altas concentracbes do analito. Desse modo, ndo houve necessidade de
muitas corridas para se obter um extrato, da substancia pura, com concentracdo que permitisse
a confeccdo de uma curva de calibragéo.

4.3 Otimizacéo da separacdo cromatografica de antocianinas (CLAE/DAD)

Atualmente o que se espera em analise cromatogréafica € uma redugdo no tempo e uma
melhor resolugéo dos analitos. Desta forma, desenvolveu-se uma metodologia utilizando coluna
com tamanho de particulas 2,4 um e mudangas na fase movel para anélise de antocianinas por
CLAE/DAD, de forma rapida e eficiente para estudo de matrizes com potencial para serem
isoladas. As condigdes de trabalho foram desenvolvidas com o extrato de amora preta (cultivar
Tupy) liofilizada como descrito na parte experimental (item 3.4.1, pag.28).

Durante o desenvolvimento foram testadas vérias condi¢cdes cromatograficas e 0s
pardmetros estudados para a otimiza¢do do método foram: composicéo da fase movel; tipo de
coluna; temperatura da coluna e fluxo conforme informado na Tabela 14. Os gradientes
utilizados encontram-se descritos nas Tabelas 6 e 7 (pag. 36 e 37).

A Tabela 14 mostra oito diferentes (A até H) condi¢des cromatograficas utilizadas para
desenvolvimento do método. A condicdo A mostra a metodologia utilizada como ponto de
partida. Um cromatograma, utilizando a condicdo A, estd demonstrado na Figura 24. Onde foi
observado que nestas condicfes a antocianina cianidina-3-O-glicosideo apresenta um tempo de
retencdo acima de 15 minutos.

Pico ACN
1 Cy-3-Glicosideo
1,
1,401 A 3 718 2 NI
1201 A 6 3 Cy-3-Rutenosideo
] 2 4 5
1007 4 NI
2 0,80
1 5 Cy-3- Arabinose
0‘60*7
6 Cy-3-6"malonil glicosideo
0,40
] 3 7 NI
O‘ZOi 7/8
. 1 2 4 5 6 8 Cy-3-dioxalil glicosideo
0, 0‘ o ‘5‘60‘ o ‘10“00‘ o ‘15“00‘ o ‘20,‘00‘ o ‘25“00‘ o ‘30“00‘ o ‘35,‘00‘ o ‘AO“OD‘ o ‘45,
Mnutes ACN: Antocianina; NI: Ndo Identificadas; Cy: Cianidina

Figura 24: (A) Perfil cromatografico do extrato de amora-preta liofilizada extraido usando a condicéao
cromatografica A da Tabela 14 a 520 nm, B) Expansdo do cromatograma entre os tempos de retencdo de 15 a 35
minutos.
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O primeiro parametro testado foi a mudanca da concentragdo do acido férmico, com
consequente mudanca do pH da fase movel, condicdo B. A reducdo na concentracdo do acido
férmico de 10% para 1% mostrou um grande deslocamento do tempo de retengdo das
antocianinas. Observou-se que os analitos nao eluiram até 30 minutos (Figura 25), aumentando
em 15 minutos o tempo de retencdo em relacdo a condigdo A. Além disso os picos também
apresentaram alargamento na base. 1sso ocorreu devido ao aumento da interacao do analito com
a fase estacionaria, o que caracteriza reducao na forca do solvente da fase moével. Foi observada
também uma reducdo na area do pico, caracterizando perda na sensibilidade, estando isso
relacionado ao deslocamento do equilibrio para o sentido de formacéo da sua forma incolor
Carbinol (Figura 26), influenciando assim no sinal registrado pelo detetor (DAD) utilizado na
analise. Esta condicdo de analise se mostrou inviavel em relacdo a proposta deste trabalho, pois
necessitaria de um aumento do tempo da corrida para possibilitar a eluicdo de todas as
substancias

Tabela 12: Condicgdes de analise cromatogréafica testadas para a separacdo de antocianinas.

Temperatura Fluxo Tempo de corrida

Condicéo Coluna da coluna (°C) Fase Movel mL/min (min)
Symmetry® Metanol!
A (C1s) 30 Acido Formico 10%?2 10 45
Symmetry® Metanol!
B (Cis) 30 Acido Formico 1%? 10 45
Symmetry® Metanol*
¢ (C1s) 30 Acido Formico 5%? 10 45
Symmetry® Acetonitrilal
D (C1g) 30 Acido Férmico 5%?2 10 45
Thermo
E Scientific Acetonitrila®
(C1g) 30 Acido Férmico 5%? 10 20
Thermo irifal
F Scientific 30 Aapaomle 15 20
(Cis)
G Thermo 35 Acetonitrila®
Scientific Acido Formico 5%? 15 20
(Cis)
Thermo N
H Scientific 40 AcidA(;xle:tgrnrgiréf 5042 1,0 20
(Cis)

Constituintes do gradiente’ (9 Solvente A e @ Solvente B
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Figura 25: cromatograma obtido com a condicdo de anélise B, apresenta o analito 1 eluindo apds 30 minutos de
corrida (A de 520 nm).
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Figura 26: A) Esquema demonstrativo das alteracGes nas estruturas, das antocianinas, predominantes quando
sdo submetidas a diferentes niveis de pH. B). Espectro de absorcdo de uma purificada antocianina (acilada
pelargonidina-3-soforosideo-5-glicosideo) UV-visivel em pH 1,0 e pH 4,5. Fonte: Giusti e Wrolstad, 2001.

A mudanca do percentual para 5% de acido formico, condi¢cdo de analise C,
representada pelo cromatograma da Figura 27, também foi observado um aumento no tempo de
retencdo e um alargamento da base dos picos. Entretanto, em menor propor¢do quando
comparado com a condicdo A. Foi observado que além dos picos 7 e 8 0s picos 4 e 5 também
co-eluiram, caracterizando perda de resolugdo. O deslocamento para tempo de retengdo maior
mostrou que essa condi¢do ndo era melhor que a original A.
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Figura 27: (A) cromatograma obtido com a condicéo de analise C, apresenta o analito 1 eluindo apds 22 minutos
de corrida. (B) Expansdo do cromatograma entre os tempos de retencdo de 22 e 38 minutos.

O proximo passo foi alteracdo na forca do solvente da fase maével, condicdo D,
substituindo o metanol por acetonitrila. A troca de solvente proporcionou uma reducdo no
tempo de retencdo e um aumento na sensibilidade. Também mostrou a separacdo das
substancias 4 e 5, mas o0s picos 7 e 8 ainda co-eluem. Um cromatograma obtido nas condic¢Ges
acima esta representado na Figura 28, mostrando uma melhoria no método em relagcdo as
condicdes de A.
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Figura 28: (A) Cromatograma obtido nas condi¢des de anélise D. (B) Expansdo do cromatograma entre 0s
tempos de retengéo de 5 e 20 minutos (A 520 nm).

Na condicdo E houve a troca para uma coluna com fase estacionaria com particulas de
2,4 um de tamanho. Nesta condi¢do o cromatograma, representado na Figura 29, mostrou que
ocorreu um grande aumento na sensibilidade, diminuicdo do tempo de retencdo e maior
eficiéncia de separacdo com aumento na resolucdo das substancias, caracterizados pelos picos
7 e 8. A melhora nas condicGes cromatograficas indica agora a presenca de oito substancias, o
que ndo era possivel de se observar com a coluna usada anteriormente.
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Figura 29:(A) Cromatograma do extrato quando se utilizou as condicGes de andlise E. (B) Detalhe da expansao
do cromatograma entre 6 e 15 minutos (A 520 nm).

Apo6s a mudanca fase mével e principalmente da coluna, optou-se por trabalhar com
alteracdo no fluxo da fase movel e, consequentemente, variacdo da temperatura. O aumento do
fluxo leva a uma melhor resolugédo para esse tipo de coluna, com consequente aumento a
pressdo, o que foi corrigido com 0 aumento da temperatura. O aumento do fluxo de 1,0 para 1,5
mL/mim, possibilitou uma reducdo ainda maior no tempo de retencdo, mas com perda de
resolugdo. Trabalhou-se entdo com fluxo de 1,0 mL/mim e aumentou-se a temperatura de 30
para 40°C. Essas condicOes possibilitaram a elui¢do de todos os picos, em um tempo de 10
mim, inferior as demais condi¢Ges e com a melhor resolucdo até o momento. O que levou a
escolha do método H. Os cromatogramas relacionados as condicGes testadas estdo
representados na Figura 30.
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Figura 30: (A) Cromatograma quando utilizada as condi¢des de andlise F (B) Cromatograma quando utilizada as
condicdes de analise G (C) Cromatograma quando utilizada as condi¢@es H, todos os trés cromatogramas foram
obtidos a 520 nm.

Em suma, dentre as alternativas testadas nestes experimentos, os melhores desempenhos
foram apresentados quando houve emprego da coluna Thermo Scientific C1s BDS® (100x 4,6
mm; 2,4 um) associada a fase mével constituida de acetonitrila (solvente A) e solucdo aquosa
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de acido formico 5% (solvente B). De uma maneira geral, as condi¢des de analise que
mantiveram estes dois parametros apresentaram cromatogramas com picos finos (melhor fator
resposta) e reducéo no tempo de corrida. Como apds 15 minutos ndo houve eluigdo de outros
analitos neste comprimento (520 nm), optou-se pela reducdo do tempo de analise para 20
minutos onde, apds alguns experimentos e ajustes nas condi¢des de percentagem dos solventes
descritos na Tabela 7 (pag.37) mostrou ser o gradiente, com o0 menor tempo de eluicdo, onde
seria possivel estabilizar a coluna sem comprometer a préxima anélise. Obteve-se assim, um
método com melhor resolucdo, menor tempo de analise, menor gasto de solvente e com uma
fase menos agressiva a coluna e ao equipamento (5% de acido em vez de 10%).

4.3.1 Avaliacdes de procedimentos de extracao para verificar a presenga de antocianinas
na matriz de arroz (Oryza sativa L.)

1) Arroz Vermelho

Teste 1- No cromatogramas do extrato do arroz vermelho com casca [Figura 18 (1), pag.
33] e do arroz polido [Figura 18 (3), pag. 33], nada foi observado. No entanto, no extrato do
arroz sem casca de pericarpo vermelho [Figura 18 (2), pag.33], apesar de apresentar uma forte
coloragdo ndo foi observado sinal significativo da presenga de antocianinas a 520nm. Os
cromatogramas dos extratos do arroz vermelho com casca, sem casca e polido ndo apresentaram
nenhuma diferenca entre eles a 520 nm, indicando que ndo foi possivel observar o pigmento
nas amostras. (Figura 31).
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Figura 31: Perfil cromatografico dos trés extratos do arroz vermelho (com casca, sem casca e polido) mantido
durante a andlise por CLAE a 520 nm.

Teste 2- Como o pigmento vermelho se encontra numa fina camada do pericarpo do
arroz, ao ser triturado o pigmento extraido ficou muito diluido. Foi inserida, portanto, uma
etapa, onde o arroz foi polido e o pé resultante, com uma colorag¢do bem acentuada do pigmento,
foi recolhido e submetido a extracéo.

O extrato do p6 do polimento do arroz vermelho (PPAV), apresentou um unico sinal
significante no cromatograma (Figura 32, A). Mas, 0 espectro de absorc¢éo observado no visivel,
(Figura 32, B) com absorcéao a 450,8 nm, ndo é caracteristico de antocianinas monoméricas. O
comprimento de onda observado encontra-se fora da faixa esperada para antocianinas, entre
490-550nm (GIUSTI e WROLSTAD, 2001). Portanto, a cor vermelha do arroz estudado nao
era proveniente das antocianinas, mas sim de outro pigmento que nao sera avaliado por este
estudo.
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Figura 32: A) Cromatograma do extrato metandlico PPAV a 520nm. B) Espectro UV-Visms do extrato
metanoico PPVA.

4.4 Separagao e Identificagéo das Antocianinas Presentes nas 41 matrizes

Todas as matrizes analisadas foram divididas em 2 grupos:

Grupol: As matrizes: acerola (M.emarginata); acai (Euterpe oleracea Mart.); alface-
roxa; amora-preta (silvestre); ameixa-vermelha; arroz-preto ; berinjela; framboesa (Rubus
idaeus L.); flor e fruto da romazeira (Punica granatum); jabuticaba (P.trunciflora ); jameléo
(Syzygium cumini); jucara (Euterpe edulis); maca (cv.: Fuji; Argentina, Gala, Red); mangostin
(Garcinia mangostana L.); mirtilo (Vaccinium spp.); morango (Fragaria ssp); uva (cv.: Red
Globe, Niagara Rosada e Kyoho); repolho-roxo; cebola roxa (Alliun cepa L.); soja- preta foram
escolhidas baseadas em trabalhos na literatura que apresentavam as antocianinas ja
caracterizadas e identificadas (HONG e WROLSTAD, 1990; GIUSTI, RODRIGUES-SAONA,
WROLSTAD, 1999; WU e PRIOR, 2005a; WU e PRIOR, 2005b; BRITO et al.,2007;
GOUVEA et al., 2012).

Grupo2: as matrizes: fruto da amendoeira (Terminalia catappa); jabuticaba
(P.grandifolia ); Flor e fruto do Jambeiro vermelho (Syzygium malaccanse (L.) Merryl et
Ferry); Eugénia sulcata spring ex Mart. (pitanga roxa selvagem); Neomitranthes obscura
(pitanga de cachorro); Flor do Jambeiro (Syzygium malaccanse (L.) Merryl et Ferry); Flor do
Ipé roxo (Tabebuia impetiginosa ); casca de pera vermelha (); Uva-preta do Chile, sem semente
(Vitis vinifera spp) e manga (cv. Tommy); bréctea da Planta Bico de Papagaio; Flor do Hibiscos
(salmé@o); espata da Flor Ave do Paraiso ou estrelitzia e Flor da Erythrina. Todas as matrizes
até o momento do inicio do estudo ndo possuiam relatos literarios sobre os seus perfis de
antocianinas.

Para o extrato obtido da matriz de agai do grupo 1, foi realizada a separagdo por CLAE
utilizando metodologia | e, as matrizes restantes tiveram seus extratos analisados utilizando
metodologia Il. A ordem de eluig&o, tr, das antocianinas presentes somado aos dados obtidos
por EM e/ou EM/EM foram comparados com os relatados na literatura. Além disso, 0s seus
respectivos espectros de absorcdo na regido do UV-Vismax, Somados aos outros resultados,
também serviram como ferramenta para identificacdo das matrizes. Os picos foram numerados
de acordo com seus tempos de retencdo (tr). A hidrofobicidade das moléculas associadas ao
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grau de glicosilacdo e a natureza de seus substituintes, sdo parametros que influenciam nos tr
das substancias que eluem em condicGes de fase-reversa.

4.4.1 Calculo das massas exatas das antocianidinas e antocianinas com diferentes
substituintes.

Para esse calculo foi utilizado a Equacdo Il e os valores da massa do is6topo mais
abundante de cada 4&tomo constituinte da molécula (Tabela 11), os valores foram inseridos e
calculados atraves do software MassLynx (Wathers) e encontram-se na Tabela 13.

Tabela 13: Massa molecular (MM), massa exata e formula molecular das antocianinas e
antocianidinas.

o Foérmula Massa Massa Exata
Antocianina Molecular (ESD*
Pelargonidina Ci5H1105 271 271,0303

Cianidina C15H1106 287 287,0556
Delfinidina Ci5H1107 303 303,0505
Peonidina C16H1306 301 301,0712
Petunidina C16H1307 317 317,0661
Malvidina C17H1507 331 331,0818
Pelargonidina-3-O--galactosideo C21H21010 433 433,1134
Pelargonidina-3-O-glicosideo C21H21010 433 433,1134
Cianidina-3-O--galactosideo C21H21011 449 449,1084
Cianidina-3-O- glicosideo C21H21011 449 449,1084
Delfinidina-3-O--galactosideo C21H21012 465 465,1033
Delfinidina-3-O- glicosideo C21H21012 465 465,1033
Peonidina-3-O-galactosideo C2H23011 463 463,1240
Peonidina-3-O- glicosideo C22H23011 463 463,1240
Petunidina-3-O-galactosideo C22H23012 479 479,1189
Petunidina-3-O- glicosideo C22H23012 479 479,1189
Malvidina-3-O-galactosideo C23H25012 493 493,1346
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Tabela 13: Massa molecular (MM), massa exata e formula molecular das antocianinas e

antocianidinas (continuacao).

Férmula

Massa Exata

Antocianina Molecular Massa (ESD*
Malvidina-3-O- glicosideo Ca23H25012 493 493,1346
Pelargonidina-3-O- arabinosideo C20H1909 403 403,1029
Pelargonidina-3-O-xilosideo C20H1900 403 403,1029
Cianidina-3-0O- arabinosideo C20H19010 419 419,0978
Cianidina-3-O-xilosideo Ca0H19010 419 419,0978
Delfinidina-3-O- arabinosideo CooH19011 435 435,0927
Delfinidina-3-O-xilosideo C20H19011 435 435,0927
Peonidina-3-O- arabinosideo C21H21010 433 433,1135
Peonidina-3-O-xilosideo C21H21019 433 433,1135
Petunidina-3-O-arabinosideo Co1H21011 449 449,1084
Petunidina-3-O-xilosideo C21H21011 449 449,1084
Malvidina-3-O- arabinosideo Co2H23011 463 463,1240
Malvidina-3-O-xilosideo C22H23011 463 463,1240
Pelargonidina-3-O-ramnosideo C21H2109 417 417,1186
Cianidina-3-O-ramnosideo C21H21010 433 433,1135
Delfinidina-3-O- ramnosideo C21H21011 449 449,1084
Peonidina-3-O- ramnosideo C22H23010 447 447,1291
Petunidina-3-O- ramnosideo Ca2H23011 463 463,1240
Malvidina-3-O- ramnosideo Co3H25011 477 477,1397
Pelargonidina-3,5-di-O-glicosideo C27H31015 595 595,1663
Cianidina-3,5-di-O-glicose / -3-O-diglicosideo C27H31016 611 611,1612
Delfinidina-3,5-di-O-glicose / -3-O-diglicosideo Ca7H31017 627 627,1561
Peonidina-3,5-di-O-glicose / -3-O-diglicosideo Ca2sH33016 625 625,1769
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Tabela 13: Massa molecular (MM), massa exata e formula molecular das antocianinas e

antocianidinas (continuacao).

Férmula

Massa Exata

Antocianina Molecular Massa (ESD*
Petunidina-3,5-di-O-glicose / -3-O-diglicosideo CasH33017 641 641,1718
Malvidina-3,5-di-O-glicose / -3-O-diglicosideo Ca9H35017 655 655,1874

Pelargonidina-3-O-rutenosideo C27H31014 579 579,1714
Cianidina-3-O-rutenosideo C27H31016 639 639,1925
Delfinidina-3-O-rutenosideo C27H31015 595 595,1663
Peonidina-3-O-rutenosideo C28H33015 609 609,1819
Petunidina-3-O-rutenosideo CasH33016 625 625,1769
Malvidina-3-O-rutenosideo C20H35016 639 639,1925
Pelargonidina-3-O-(6"acetoila) galactosideo Co3H23011 475 475,1240
Pelargonidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo Ca23H23011 475 475,1240
Cianidina-3-O-(6"acetoila) galactosideo Ca3H23012 491 491,1190
Cianidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo Ca3H23012 491 491,1190
Delfinidina-3-O-(6"acetoila) galactosideo C23H23013 507 507,1139
Delfinidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo Ca3H23013 507 507,1139
Peonidina-3-0-(6"acetoila) galactosideo Ca24H25012 505 505,1346
Peonidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo C24H25012 505 505,1346
Petunidina-3-0-(6"acetoila) galactosideo C24H25013 521 521,1295
Petunidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo C24H25013 521 521,1295
Malvidina-3-0-(6"acetoila) galactosideo CasH27013 535 535,1452
Malvidina-3-O-(6"acetoila) glicosideo C25H27013 535 535,1432
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4.4.2 Analises realizadas no Grupo 1 e Grupo 2

Acai (Euterpe oleracea Mart.)

O cromatograma gerado da analise realizada por CLAE/DAD do extrato de frutos do
acai liofilizado, apresentou sete picos que absorvem em 520nm (Figura 33). Para esse estudo
apenas as duas substancias dos picos majoritarios, picos 2 e 4, foram isoladas (segundo o item
3.7, pag.39) e seus espectros de absor¢do UV-Vismax € de massa acurada em modo EM/EM
foram avaliados.

Na analise da substancia equivalente ao pico 2 o espectro de UV-Vismax mostrou duas
bandas de absor¢do com Amax 279,5 e 516,4 nm. Os dados obtidos em EM/EM mostrou a
presenca do ion molecular a m/z a 449,3719 e fragmento m/z 287,2214 apds a perda de uma
hexose ([M-162 Da] *). Para a substancia do pico 4, no espectro de UV-Vismax foram observadas
as bandas Amax 279,5 e 517,6 nm e nos dados gerados por EM/EM o ion molecular a m/z a
595,4195 e dois fragmentos, um a m/z 449,2983 apds a perda de uma desoxi-hexose ([M-
146Da] *) e outro a m/z 287,1731 relativo a perda de hexose+desdxi-hexose ([M- 308 Da]™).

As bandas de absorc¢do observadas (Amax 279,5 € 516,4 nm e Amax 279,5 € 517,6 nm) e a
presenca do ion a m/z 287 indicam que o pico 2 e 4 sdo antocianinas cuja aglicona é a cianidina.
A substancia 2 apresentou apenas um fragmento apos a perda de 162 Da, indicando que essa
antocianina possuia uma hexose como substituinte. A substancia 4 apresentou o perfil no
EM/EM um ion molecular a m/z 595 e dois fragmentos a m/z 449 e 287. O primeiro fragmento
a m/z 449 corresponde a antocianindina ligada a uma molécula de hexose ap0s a perda de uma
desdxi-hexose (146 Da) e, o fragmento a m/z 287 que corresponde a aglicona cianidina, quando
h& perda total da rutinose (308 Da).
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Figura 33: Cromatograma do extrato do fruto agai liofilizado, extraido utilizando a metodologia | a 520nm.

As antocianinas foram identificadas como cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-
rutenosideo e ambos os glicosideos estdo coerentes com aqueles que ja foram observados nos
frutos de acai em dados da literatura (GALLORI et al., 2004; ROSSO et al.; 2008; GOUVEA
etal., 2012).
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Jucara (Euterpe edulis)

Seis picos compdem o cromatograma gerado na analise realizada por CLAE/DAD no
extrato do po liofilizado da matriz jucara (Figura 34), previamente identificada na literatura
(BRITO et al., 2007). As substéancias dos dois picos majoritarios foram isoladas e analisadas
por espectrometria de massas acuradas em modo EM/EM. A andlise por EM/EM, apresentou o
mesmo resultado observado na analise realizada no fruto do acai. As substancias majoritarias
apresentaram o ion molecular a m/z 449,1089 e fragmento a m/z 287,0675 apds a perda de uma
hexose ([M-162 Da] *) para a substancia 2, e um ion molecular a m/z a 595,1681 e dois
fragmentos, um a m/z 449,1098 ap0s a perda de uma desoxi-hexose ([M-146Da] *) e o outro a
m/z 287,0561 relativos a perda de hexose+ desoxi-hexose ([M- 308 Da] *) referente a substancia
3. Ambos os glicosideos foram definitivamente identificados como cianidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-rutenosideo por coelui¢do com os padrdes isolados (segundo o item 3.7, pag.39)
do extrato do fruto de agai segundo Gouvéa e colaboradores (2012).

Jucara (Euterpe edulis)
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Figura 34: Cromatograma do extrato metanolico do p6 da jugara liofilizada, extraido utilizando a metodologia Il
a 520nm.

Os frutos Euterpe oleracea Mart. (acai) e Euterpe edulis (jucara) sdo espécies
pertencentes ao mesmo género Euterpe e, apresentam similaridade quanto a composigdo
quimica com qualidades nutricionais compativeis (SILVA, BARRETO & SERODIO, 2004).
Apesar de apresentarem os cromatogramas semelhantes (Figura 33 e 34), apenas trés do total
das antocianinas presentes em seus perfis sdo relatadas, comumente, na literatura nas duas
espécies (BRITO et al., 2007; DIAS et al.,2012). Dentre elas, cianidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-rutenosideo sdo as antocianinas que foram encontradas em comum nas duas
espécies como majoritarias (Tabela 14), divergindo apenas nas concentragdes entre elas.
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Tabela 14: Antocianinas identificadas na literatura nas matrizes acai (Euterpe oleracea Mart.)
e jucara (Euterpe edulis).

Matriz ANTOCIANINAS Referéncia

Acai Derivado de Cy (1); Cy-3-O-glicosideo (2); Cy-3-O- GALLORI etal., 2004
rutenosideo (3)

Acai Cy-3-O-glicosideo (1); Cy-3-O-rutenosideo (2); PACHECO-PALENCIA
Pg-3-O-glicosideo (3); Pn-3-O-glicosideo (4) TALCOTT e TALCOTT, 2010

Acai Cy-3-O-glicosideo (1); Cy-3-O-sambubiosideo (2); Cy-3- MULABAGAL e CALDERON,
O-rutenosideo (3); Pn-3-O-rutenosideo (4) 2012

Acal Cy -3-di-O-glicosideo (1); Cy-di-3-O-glicosideo
(Isbmero do primeiro) (2); Cy-3-O-glicosideo (3); Cy-3-
O-rutenosideo (4); Pg-3-O-glicosideo (5); Pn-3-O- DIAS et al., 2012
glicosideo (6); Pn-3-O-rutinosideo (7)

Jucara  cy.dj-O-sambubiosideo (1); Cy-3-O-glicosideo (2); BRITO et al., 2007
; Cy-3-O-rutenosideo (3); Pg-3-O-glicosideo (4); Pg-3-0O-
rutinosideo (5); Cy-3-O-ramnosideo (6)

Jucara  Cy-3,5-di-O-glicosideo (1); Cy-3-O-glicosideo (2); Cy-3- BICUDO, RIBANI e BETA, 2014
O-rutenosideo (3); Pg-3-O-rutenosideo (4); Pn-3-O-
glicosideo (5); Pn-3-O-rutenosideo

Cy- cianidina; Pg —pelargonidina; Pn- peonidina
Cy-3-O-glicosideo e Cy-3-O-rutenosideo: antocianinas majoritarias

Berinjela cultivar de casca roxo-escuro (Solanum melongena L.)

O cromatograma gerado na analise por CLAE/DAD do extrato da casca da berinjela
liofilizada, apresentou 4 picos que absorvem na regido de 520 nm (Figura 35). Para este estudo
foram analisados os espectros de absor¢cdo UV-Vismax das 4 substancias, mas, apenas as
substancias equivalentes aos picos 3 e 4 foram isoladas e analisadas por espectrometria de
massas acuradas em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*).

A anélise das substancias no DAD (UV-Vismax) mostrou duas bandas de absorgdo na
regido UV-Vismax (em torno 280 e 520 nm) tipico de antocianinas (Figura 35). Os dados do
DAD (UV-Visma) mostraram absorcdo no visivel com Amax compativeis de derivados de
delfinidina, petunidina ou malvidina em solucdo de metanol acidificado (HONG e
WROLSTAD, 1990).
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Figura 35: Cromatograma do extrato do pé da casca da berinjela extraido utilizando metodologia Il a 520 nm e
espectros de absorcdo dos quatro picos N0 UV-Vismsx.

Na andlise da substancia do pico 3 os espectros de absor¢cdo UV- Vismax mostraram duas
bandas de absorcéo na regido com Amax 274,8 e 522,8 nm. Os dados obtidos no modo EM/EM,
extraido no CLUE-EM-QTOF (ESI*), mostrou a presenca para a substancia 3 do ion molecular
am/z 465,1116 e fragmento a m/z 303,0526 ap6s a perda de uma hexose ([M-162 Da] *). Para
a substancia 4, no espectro de UV-Vismax foram observadas as bandas Amax 277,1 e 527,5 nm e
nos dados gerados por EM/EM o ion molecular a m/z a 611,1583 e dois fragmentos, um a m/z
465,1192 apo6s a perda de uma desoxi-hexose ([M-146Da] *) e outro a m/z 303,0522 relativos a
perda de hexose+desoxi-hexose ([M- 308 Da] *).
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As bandas de absorc¢do observadas no DAD (Amax 274,8 € 522,8 nm e Amax 277,1 e 527,5
nm) e a presenca do ion a m/z 303 indica que as substancias 3 e 4 sdo antocianinas cuja aglicona
é a delfinidina. A substancia 3 apresentou apenas um fragmento apds a perda de 162 Da,
indicando que essa antocianina possuia uma hexose como substituinte. A substancia 4
apresentou o perfil no espectro de massa acurada em modo EM/EM o ion molecular a m/z
611,1583 e dois fragmentos a m/z 465,1192 e 303,0522. O primeiro fragmento (m/z 465,1192)
corresponde a aglicona ligada a uma molécula de hexose apés a perda de uma desdxi-hexose
(146 Da) e, o fragmento a m/z 303,0522 que corresponde a aglicona delfinidina, quando ha
perda total da rutinose (308 Da) (Figura 36).
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Figura 36: Espectros de massa acurada em modo EM/EM extraidos do CLUE-QTOF/EM (ESI*) das substancias
equivalentes aos picos 3 e 4 do extrato da casca da berinjela liofilizada.

O pigmento antocianico da berinjela tem sido identificado como derivado de
delfinidinas (Sakamura, Watanabe, e Obata, 1963; Wu e Prior, 2005a). Existem muitas
variedades de berinjela, a fonte e variedade exerce grande influéncia sobre a glicosilacdo e
acilacdo das antocianinas. As berinjelas procedentes dos EUA foram investigadas por Wu e
Prior (2005) e identificadas como: delfinidina-3-O-rutinose-5-0-galactosideo; delfinidina-3-O-
rutinose-5-O-glicosideo (Figura 37-B); delfinidina-3-O-glicosideo e a majoritaria dentre elas
como delfinidina-3-O- rutinosideo. No entanto, em estudo da berinjela encontrada no Japéo foi
identificada como majoritaria a antocianina delfinidina-3-(p-coumarilrutinoside)-5-O-
glicosideo, nasunin (Figura 37-A) (Sakamura, Watanabe, e Obata, 1963,). Variedades chinesas,
também conhecidas por berinjelas japonesas, geralmente em forma de um pepino estreito,
apresentam  como  antocianina  majoritaria a  delfinidina-3-[(4”-p-coumaroil)-
ramnosil(1->6)glicosideo]-5-O-glicosideo (nasunin) (Figura 37- A) (JING et al.,2015).
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Figura 37: Estrutura das antocianinas encontradas na berinjela: A) delfinidina-3-(p-coumarilrutinoside)-5-
glicosideo (nausinin) B) delfinidina-3-O-rutinose-5-Glicosideo.

Dados da literatura relataram, somente, a existéncia de derivados de delfinidinas
identificadas nas variedades de berinjela analisadas (JING et al., 2014). Somando-se esse fato
aos dados observados no DAD por esse estudo, sugere-se que todas as antocianinas observadas
por este estudo sejam derivados de delfinidina.

Foi observado grande similaridade entre o perfil cromatogréafico obtido neste estudo
com o perfil cromatografico do extrato da casca da berinjela apresentado por WU e PRIOR
(2005b). Essa comparagédo possibilitou identificar o pico 3 como a antocianina delfinidina-3-
O-glicosideo, e o pico 4 como delfinidina-3-O-rutenosideo. Para a identificacdo do pico 1 e 2
serdo necessarias investigacdes futuras, sugere-se no momento apenas relatar como derivados
de delfinidina. Vale a pena salientar que a antocianina majoritaria presente na matriz de
berinjela estudada (delfinidina-3-O-rutenosideo) apresentou pureza superior a 93% a 520 nm
(Tabela 16).

Tabela 15: Antocianinas observadas no cromatograma do p6 da casca da berinjela
(Figura 35).

Pico Nome tr Area % Area
1 Derivado de Delfinidina 2,473 753048 5,44
2 Derivado de Delfinidina 3,749 75089 0,54
3 Delfinidina-3-O-glicosideo 4,542 62405 0,45
4 Delfinidina-3-O-rutenosideo 4,996 12946599 93,57
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Jabuticaba (Plinia trunciflora ou Myciaria trunciflora)

O cromatograma gerado da analise por CLAE/DAD do extrato da casca da jabuticaba
liofilizada (P. trunciflora) apresentou 11 picos no seu perfil cromatografico a 520 nm (Figura
38). Mas somente 0s mais concentrados, as substancias dos picos 2 e 4, foram extraidas e
analisadas por este estudo através dos seus espectros de absor¢do observados no DAD (UV-
Vismax) €, espectros obtidos no espectrometro de massa acurada, em modo, EM/EM.

Na andlise da substancia 2 o espectro de absor¢do UV- Vismax mostrou duas bandas de
absorcgdo na regido com Amax 275,6 e 526,2 nm. Os dados obtidos no espectrémetro de massas
acuradas, CLUE-EM QTOF (ESI*), em modo EM/EM, mostrou a presenca do ion molecular a
m/z a 465,1116 e fragmento a m/z 303,0590 apo6s a perda de uma hexose ([M-162 Da] *). Para
a substéncia 4, no espectro de absor¢do UV- Vismax foi observado as bandas Amax 279,5 e 516,5
nm e, nos dados gerados no espectrémetro de massa acurada em modo EM/EM, o ion molecular
a m/z a 449,1083 e fragmento a m/z 287,0556 ap06s a perda de uma hexose ([M-162 Da] *)
(Figura 39).
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Figura 38: A) Cromatograma do extrato da casca da jabuticaba liofilizada (P. trunciflora) extraido utilizando
metodologia Il a 520 nm e, espectros de absor¢do dos picos 2 e 3 no UV- Vismax. B) Projecdo do cromatograma
A no intervalo de 2-14 minutos.
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Figura 39: Espectros de massa acurada em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*) das substancias
equivalentes aos picos 2 e 4 do extrato da casca a da jabuticaba liofilizada (P. trunciflora).

As bandas de absor¢éo observadas no DAD (Amax 275,6 € 526,2 nm) e a presenca do ion
a m/z 303,0590 indica que a substancia 2 € uma antocianina cuja aglicona é a delfinidina. A
substancia 2 apresentou apenas um fragmento apds a perda de 162 Da, indicando que essa
antocianina possuia uma hexose como substituinte. A substancia 4 apresentou bandas (Amax
279,5 e 516,5 nm) e a presenca do ion a m/z 287,0556 indica que essa substancia é uma
antocianina cuja aglicona é a cianidina. A observacao de apenas um fragmento apos a perda de
162 Da, indica que essa antocianina possuia uma hexose como substituinte. Sendo assim, o0s
valores encontrados correspondem a delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo,
respectivamente. As antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo foram
definitivamente identificadas quando foi realizada a comparacdo dos tr das substancias na
matriz estudada (jabuticaba) com os tr dos padrdes de delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-
3-0-glicosideo, isolados (segundo item 3.7, pag.39) do extrato da casca de berinjela (pico 3) e
do extrato do fruto do acai (pico 2), respectivamente.

Maca (Fuji)

A casca de macd, variedade Fuji, foi escolhida com o propdsito de se obter uma matriz
que fornecesse a antocianina cianidina-3-O-galactosideo. Wu e Prior (2005a) relataram a
presenca de apenas duas antocianinas nessa variedade, a cianidina 3-galactosideo e cianidina-
3-O-arabinosideo, sendo majoritaria a cianidina-3-O-galactosideo. No entanto, a analise
realizada pelo presente estudo no extrato da casca da macgé por CLAE/DAD, revelou a presenga
de mais 7 picos absorvendo na regido de 520 nm (Figura 40).
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Para esse estudo, apenas a substancia relativa ao pico 3 (majoritario) foi extraida e seus
espectros de absor¢do UV-Vismax € de massa acurada em modo EM/EM avaliados. As outras
substancias serdo futuramente investigadas.
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Figura 40: A) Cromatograma do extrato casca da magcd liofilizada (variedade Fuji) extraido utilizando

metodologia Il a 520 nm e, espectro de absor¢do do pico 3 no UV-vismsx. B) Projecao do cromatograma A no
intervalo de 2-12 minutos.
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12,00

Na anélise da substancia 3 o espectro de UV-Vismax mostrou duas bandas de absorcao
na regido com Amax 279,5 € 516,1 nm. Os dados obtidos em EM/EM mostrou a presenca do ion
molecular a m/z a 449,1595 e fragmento m/z 287,0885 ap6s a perda de uma hexose ([M-162
Da] *) (Figura 41).

As bandas de absor¢do com Amax279,5 € 516,1 nm e a presenca do ion a m/z 287 indicam
gue a substancia 3 € uma antocianina cuja aglicona é a cianidina. A perda de 162 Da, indica que
essa antocianina perdeu apenas uma hexose.
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Figura 41: Espectros de massa acurada, em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*), da substancia
2 do extrato do p6 da casca liofilizada da macé (Fuji).

Como a cianidina glicosilada e galactosilada possuem o mesmo ion molecular (449),
fragmento (287) e bandas dos espectros de absorcao na regidao do UV-Vismax Similares. Nao é
possivel com apenas esses dados diferenciar a natureza do agucar que estard ligado & molécula
de antocianindina.

A diferenga no tr esta diretamente relacionada a hidrofobicidade conferida a molécula,
influenciada pela natureza do agucar. Portanto, o tr foi uma das ferramentas utilizadas para
complementar a identificagdo da presenca da cianidina ligada ao agtcar “galactose”. De acordo
com dados literarios, a antocianina que possui como substituinte a galactose possui tr inferior
a que possui como substituinte a glicose. Foi utilizada para a identificacdo do agtcar como
galactose, a comparacdo do seu tempo de retencao (tr macz) COM 0 tempo de reten¢do (tr padrao)
do padrédo cianidina-3-O-glicosideo (Figura 42) isolado (segundo o item 3.7), da matriz do acai,
Euterpe oleracea Mart. (GOUVEA et al., 2012).
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Figura 42: Sobreposicéo e comparacgéo dos cromatogramas do extrato da casca da maca (preto) e padrao de
cianidina-3-O-glicosideo (vermelho) isolado da matriz Euterpe oleracea Mart. (agai).

Sendo assim, como a cianidina-3-O-glicosideo elui em tr superior ao da cianidina-3-O-
galactosideo foi possivel por exclusao identificar a presenca da cianidina-3-O-galactosideo no
pico 3 do extrato de casca de maca. Este fato pode ser observado em relatos literarios em frutos
como: cranberry, blueberry (mirtilo), ameixa-preta (Black Plum) e ameixa vermelha (Plum),
matrizes que apresentam as duas antocianinas (cianidina-3-O-galactosideo e cianidina-3-O-
glicosideo) no seu perfil antocianico (WU e PRIOR, 2005a). Em relacdo a percentagem desta
antocianina na matriz, observou-se 89,6% de teor a 520 nm (DAD).
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Maca (Gala, Argentina e Red Delicius)

Outras trés variedades de maca foram estudadas (Figura 43), além do cultivar Fuji. Os
cromatogramas gerados por CLAE/DAD, apresentaram: cinco picos para a variedade Gala e
seis picos para as variedades Red Delicius e Argentina.
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Figura 43: Cromatogramas obtidos do extrato da casca de quatro cultivares de maca, onde o pico 1, majoritario,

e a cianidina-3-O-galactosideo.
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A confirmacao da presenca da cianidina-3-O-galactosideo nestas matrizes, foi realizada
através da sobreposicao dos cromatogramas gerados nas mesmas condicdes de analise (Figura
44). A titulo de exemplificacdo pode-se observar o APENDICE A.

Cinco antocianinas presentes, nos quatros cultivares de macas, eluiram apresentando o
mesmo tr. Estes resultados estéo coerentes com os dados apresentados por Wu e Prior (2005a).
Houve apenas divergéncia em relacdo a quantidade de picos por eles observados nas cultivares
Fuji e Gala. Outros parametros também podem influenciar na produgdo de antocianinas na
epiderme do fruto. Brackmann, Steffens e Giehl (2004) citam o trabalho de Wang e Dilley
(2001), onde os autores relacionam uma diminuicado significativa da producdo de antocianinas,
com consequente reducdo da coloracdo vermelha do fruto a aplicacdo de aminoetoxiviniliglina
(promotor inibidor de etileno). Estes autores ainda sugeriram que o aminoetoxivinilglicina, pela
inibicdo da sintese de etileno, pode suprimir a expressdo dos genes relacionados a biossintese
de antocianinas.
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Figura 44: Sobreposicdo dos cromatogramas do extrato de quatro cv. de maga (Red Delicius, Argentina, Gala e
Fuji).

Jameldo (Syzygium cuminii)

O cromatograma gerado da analise realizada por CLAE/DAD no extrato do pé
liofilizado da casca dos frutos do jameldo, apresentou seis picos com duas bandas de absorcéo
na regido do UV-Vismaxa 520nm (Figura 45). Os seis picos foram isolados (segundo o item 3.7,
pag.39), e seus espectros de absorcdo UV-Vismax € de massa acurada em modo EM/EM no
CLUE-EM-QTOF (ESI*) foram avaliados.

A anélise das substancias equivalentes aos 6 picos mostrou no espectro de UV-ViSmax
duas bandas de absorcdo a 520 nm (Figura 46). Os dados obtidos em EM/EM mostraram que
nas substancias 1, 2, 4, 5 e 6 apresentam ion molecular a m/z a 627,2425, 611,1835, 641,3052,
625,1740 e 655,3374, respectivamente. Estas substancias também apresentaram dois
fragmentos, derivados de duas perdas consecutivas de 162 Da, em vez de apenas um fragmento
decorrente da perda de 324 Da. Esse padrdo de comportamento indica que ha nessas
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antocianinas a presenca de duas hexoses ligadas em posicdes diferentes (Cs e Cs,
provavelmente), possibilitando assim o acesso para que ocorresse a quebra da ligacdo e a
liberagdo do aglcar, quando aplicado a energia de colisdo. Para a substancia 3 a anélise em
EM/EM (CLUE-EM QTOF (ESI*) apresentou a presenca do ion a m/z 465,2780 e um
fragmento a m/z 303,1943 apo6s a perda de uma hexose ([M-162 Da] *) (Figura 47 e 48).
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Figura 45: Cromatograma gerado da andlise realizada por CLAE/DAD no extrato da casca dos frutos do
jameldo (Syzygium cuminii), apresentou seis picos com duas bandas de absorcéo na regido do UV-Vismax a
520nm.

A substancia 1 e 3 apresentaram as bandas de absor¢do (Amax 274,8 e 520,1; 274,8 e
523,8 nm) e presenca do ion a m/z 303,0927 e 303,1943, indicando gque a antocianidina era uma
delfinidina em ambas antocianinas. A substancia 2 apresentou as bandas de absorgéo
caracteristicas (Amax 277,1 e 515,3 nm) e presenca do ion a m/z 287,0698, indica que a
antocianidina era uma cianidina. A substancia 4 apresentou as bandas de absor¢do (Amax274,8
e 525,0) e presenca do ion a m/z 317,1372, indicando que a antocianidina era uma petunidina.
A substéancia 5 apresentou bandas de absorcdo (Amax 275,9 e 514,1 nm) e presenca do ion a m/z
301,0728 indicando que a antocianidina era uma peonidina. E finalmente, a substancia 6
apresentou bandas de absorcdo (Amax 274,8 e 523,8 nm) e presenca do ion a m/z 331,1596,
indicando que a antocianidina era uma delfinidina.

Sendo assim essas substancias foram caracterizadas como: pico (1) delfinidina-3,5-di-
O-glicosideo; pico (2) cianidina-3,5-di-O-glicosideo; pico (4) petunidina-3,5-di-O-glicosideo;
pico (5) peonidina-3,5-di-O-glicosideo; pico (6) malvidina-3,5-di-O-glicosideo (Figura 45).
Estes resultados estdo coerentes com aqueles relatados em estudos anteriores com frutos do
jameldo (Syzygium cuminii) (BRITO et al., 2007). Ap0s revisao bibliogréfica verificou-se que
a antocianina delfinidina-3-O-glicosideo, pico 3, foi observada no perfil cromatogréfico do
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jameldo pela primeira vez no presente trabalho. A titulo de exemplificacdo pode-se observar o
APENDICE B.

T T T | T T T
506,00 300,00 500,00

Pico 5 Pico 6

[ [ [ [ T [
300,00 400,00 500,00 300,00 400,00 500,00
nm nm

Figura 46: Espectros de absorcdo UV-Vismax obtidos no DAD (520 nm), das seis substancias da casca liofilizada
do fruto do jamel&o (Syzygium cuminii L.).
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Figura 47: Espectros de massa exata, em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*), das substancias
equivalentes aos picos 1 ao 6 do extrato da casca liofilizada do fruto do jameldo (Syzygium cuminii L.).
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Figura 48: Esquema com as estruturas das antocianinas: diglicosiladas no Cs e Cs; monoglicosilada no C; ou Cs
e, da antocianidina livre indicando as perdas dos glicosideos.
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Morango (Fragaria ssp)

O cromatograma gerado da analise realizada por CLAE/DAD do extrato obtido a partir
do po liofilizado dos frutos de morangos, apresentou 4 picos que absorvem em 520nm (Figura
49). As 4 substancias foram isoladas (segundo o item 3.7), e seus espectros de absor¢do UV-
Vismax € de massa acurada em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*) foram
avaliados (Figura 50).
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Figura 49: Cromatograma gerado da andlise realizada por CLAE/DAD do extrato do morango liofilizado a 520
nm e espectros de absorcao das 4 substancias no UV-Vismsx.

Para a substéncia 1 o espectro de UV-Vismax mostrou duas bandas de absorgéo na regido
com Amax279,5 € 513,7 nm. Os dados obtidos em EM/EM mostrou a presenca do ion molecular
a m/z a 449,1684 e fragmento a m/z 287,0936 apds a perda de uma hexose ([M-162 Da] *),
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indicando assim ser uma cianidina monoglicosilada (Figura 50). A coelui¢do da amostra com o
padrdo cianidina-3-O-glicosideo, isolado do acai (segundo o item 3.7, pag.39), confirmou a
glicosilagéo da cianidina com a glicose.

Os espectros das substancias 2, 3, e 4, gerados no DAD, apresentaram na regido do
visivel, Amax na faixa de 495-505nm e, uma banda na regido de 420-440 nm caracteristico de
derivados de pelargonidina, conforme relatado em trabalhos na literatura (HONG e
WROLSTAD, 1990).

O comprimento de onda na faixa visivel esta intimamente relacionado com o padréo de
hidroxilacdo do anel B da antocianina. Em solucdo de metanol acidificado, a pelargonidina-3-
O-glicosideo apresenta Amax em torno de 505 nm (GIUSTI, RODRIGUES-SAONA,
WROSLTAD, 1999). A medida que o grau de hidroxilagcdo aumenta no anel B, ocorre aumento
No Amax observado no visivel.

As analises por espectrometria de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-
QTOF (ESI*) das substancias 2, 3 e 4 apresentaram ion a m/z 433,0995; 579,2447 e 475,1300.
Dentre eles apenas a substancia 3 apresentou dois fragmentos, um a m/z 433,1647 ap0s a perda
de uma desoxi-hexose ([M-146 Da] *) e o outro a m/z 271,0945 relativo a perda de
hexose+desdxi-hexose ([M- 308 Da] *). Esse padrdo de liberacdo ja foi relatado no presente
estudo para frutos como o0 acai, jucara e berinjela e corresponde a perda da rutinose (308 Da)
liberando a antocianidina (Figura 50 e 51).
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Figura 50: Espectro de massa acurada em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*) dos picos 1 e 2
do extrato do morango liofilizado.

As substancias 2 e 4 apresentaram somente um fragmento a m/z 271,0660, onde foi
observado a liberacdo da massa neutra correspondendo a perda de 162 Da (hexose) para a
substancia 2 e, de 208 Da que corresponde a perda de uma hexose + acetila para a substancia

73



4. Sendo assim, as substancias foram identificadas como: pico 1 cianidina-3-O-glicosideo; pico
2 pelargonidina-3-O-glicosideo; pico 3 pelargonidina-3-O-rutenosideo e pico 4 pelargonidina-
3-0O- (6” -acetila) -glicosideo, sendo esses dados consistentes com os obtidos em trabalhos ja
reportados (SILVA et al., 2002; WU e PRIOR, 2005b; ZHANG et al., 2011).

Yy Y 9.2447 B
580.2531 |, ?j~ N,
. 272.0996 146 Da Hf)l THO
Pico 3 433.1647 A
O e e e e e e e e MYz
100 200 300 400 500 600 700 800
08 Dg\/—\475.1300
O 271.0660
=S 476.1315
. 272.0710
Pico 4 477.1341
O“‘\““\““\““\““\““ L L L L IR L L B ““\““\““\“‘mlz
100 200 300 400 500 600 700 800

Figura 51: Espectro de massa acurada em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*) das substancias
3 e 4 do extrato do morango liofilizado.

Mangostin (Garcinia mangostana L.)

O cromatograma gerado da analise realizada por CLAE/ DAD do extrato do pericarpo
liofilizado do mangostin, apresentou sete picos que absorvem em 520nm. Para esse estudo
apenas as duas substancias majoritarias, picos 3 e 5, foram isoladas (segundo o item 3.7) e seus
espectros de absorcao UV-Vismax avaliados (Figura 52). As substancias isoladas também foram
avaliadas no CLUE-EM QTOF (ESI*) seguindo condicdes de analise descritas no item 3.5.3.1
(Figura 53), gerando espectros de massa acurada em modo EM/EM

Na anélise da substancia do pico 3 o espectro de UV-Vismax mostrou duas bandas de
absorcdo com Amax 279,5 e 512,8 nm. Os dados obtidos no CLUE-EM QTOF (ESI*), em modo
EM/EM, mostrou a presenca do ion molecular a m/z 611,1381 e fragmento a m/z 287,0511 ap06s
a perda de uma hexose ([M-162 Da] *). Para a substancia do pico 5, no espectro de UV-Vismax
foram observadas as bandas Amax279,5 e 516,5 nm e dados gerados no CLUE-EM QTOF (ESI*)
em modo EM/EM, mostrou o ion molecular a m/z a 449,0661 e fragmento a m/z 287,0321 apds
a perda de uma hexose ([M-162 Da] *).

As bandas de absorc¢do observadas (Amax 279,5 € 512,8 nm e Amax 279,5 € 516,5 nm) e a
presenca do ion a m/z 287 indicam que o pico 3 e 5 sdo antocianinas cuja aglicona € a cianidina.
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A substancia 3 apresentou apenas um fragmento apds a perda de 324 Da, indicando que
essa antocianina possui um dissacarideo como substituinte. Para confirmar o padrdo de
fragmentacdo apresentado pela substancia, foram utilizadas outras energias de fragmentagéo
acima de 4 eV. A utilizacdo de um valor maior de energia, aumentando o poder de impacto
sobre a molécula, serviu para certificar que a substancia analisada gerou apenas um fragmento
decorrente da perda de 324 Da.
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Figura 52: A) Cromatograma do extrato do pericarpo do mangostin liofilizado (Garcinia mangostana L.)
extraido utilizando metodologia Il a 520 nm e, espectros de absor¢do dos picos 3 € 5 no UV-Vismsx B) Expansao
do cromatograma A no intervalo de 1,0-7,5 minutos.

Os espectros obtidos indicaram que mesmo com o0 aumento em até quatro vezes do poder
da energia impactante na molécula, o fragmento gerado a m/z 287 foi decorrente da perda de
324 Da. As escolhas das energias foram baseadas na obtencédo de espectros que apresentassem,
mesmo em baixa concentracao, a presenca do ion molecular a m/z 611 comprovando assim que
o ion fragmento a m/z 287 ¢ seu derivado (Figura 54).

O espectro gerado no EM/EM utilizando energia quatro vezes superior a utilizada
inicialmente (4,0 eV 16,0 eV), apresenta o ion fragmento a m/z 287,0449, como ion
majoritario e, o ion molecular a m/z a 611,1290 a 15,31% (Figura 54- Tabela 16). Portanto, a
substancia 4 foi identificada como cianidina ligada na posicao do Czao dissacarideo soforosideo
gue é composto por duas hexoses ([M-324 Da] *). A presenca da substancia cianidina-3-O-
soforosideo j& foi relatada em trabalhos anteriores para frutos como: framboesa vermelha;
morango proveniente “Oregon Strawberry Comission” e mangostin (WU e PRIOR, 2005a;
TIAN et al., 2005; ZARENA e SANKAR, 2011).

Para a substancia 5 os dados obtidos em modo EM/EM no CLUE-EM QTOF (ESI),
mostrou a presenca do ion molecular a m/z a 449,0661 e fragmento a m/z 287,0325 ap6s a perda
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de uma hexose ([M-162 Da] *), indicando assim ser uma cianidina monoglicosilada (Figura 53
C).

A sobreposicdo do cromatograma (CLAE/DAD) da amostra com o do padrédo de
cianidina-3-O-glicosideo (isolado do acai segundo o item 3.7), mostrou que a substancia 5
possui 0 mesmo tempo de retencdo do padrdo (Figura 55). Portanto, indica que a glicosilagédo
da cianidina ocorre com o acUcar glicose. Esses dados sdo consistentes com trabalho publicado
por Zarena e Sankar (2011), onde reportaram que encontraram as duas antocianinas, cianidina-
3-0-soforosideo e cianidina-3-O-glicosideo, quando analisaram por EM e RMN um extrato do
pericarpo do mangostin (Garcinia mangostana L.).
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Figura 53: A) Cromatograma em modo EM/EM extraidos do CLUE-EM QTOF (ESI*) das substancias 3 e 5,
isoladas do extrato do pericarpo liofilizado do mangostin (Garcinia mangostana L.), filtrando os ions a m/z 611
(pico 3) e 449 (pico 5), B e C) Espectros em modo EM/EM extraidos no CLUE-EM QTOF (ESI*) onde (B)
substancia do pico 3 e (C) substancia do pico 5.
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Figura 54: Espectro de massa da substéncia isolada 3 (mangostin) gerado no modo EM/EM, em condic¢des de
seis diferentes valores de energias de impacto (4, 6, 8, 10, 12 e 16 eV).
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Tabela 16: Massas encontradas nas condicGes de seis diferentes valores de energias de
impacto para andlise das antocianinas do mangostin.

Cianidina-3-O-soforosideo

Massa Encontrada +Desvio Padréo Energia de colisdo Intensidade <
. % Razao*
(m/z) (eV) do pico
2 100,00
611,1381+0,0163 4 9,87 x10 10,0:0.4
287,0511+0,0032 3,80 x10 3,85
3 100,00
611,1925+0,0221 6 3,57 x10 10.0:1.0
287,0823+0,0189 3,62 x102 10,14
3 100,00
611,1925+0,0221 g 3,17 x10 10025
287,0823+0,0189 9,25 x102 25,01
3 100,00
611,1925+0,0221 10 2,98 x10 10058
287,076+0,0144 1,73 x103 58,11
2 78,67
611,2107+0,0350 12 5,31x10 79100
287,076+0,0144 6,75x10? 100,00
2 15,31
611,1381+0,0163 16 5,77 x10 15100
287,0511+0,0032 3,77 x10° 100
Substancias Formula Molecular Massa Calculada
Cianidina-3-O-soforosideo C27H31016 611,1612
Cianidina C15H1106 287,0556

*Razdo entre o fon mais abundante e o de menor abundancia

¢4 Padrdo: Cianidina-3-O-alicosideo

Mangostin (Garcinia mangostana)

000 0 0 0°0°%%% %%
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Figura 55: Apresenta sobreposi¢do dos cromatogramas ho CLAE/DAD (520 nm), do extrato do pericarpo
liofilizado do mangostin (preto) e do padréo cianidina-3-O-glicosideo (vermelho), isolado da matriz Euterpe
oleracea Mart. (acai).
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Mirtilo (Vaccinium spp.)

O mirtilo também conhecido em inglés como blueberry e arandano em espanhol, vem
sendo largamente estudado no mundo cientifico pois, apresentam micronutrientes (vitaminas e
sais minerais) e outros compostos conferindo assim valor nutritivo que contribuem com efeitos
benéficos a salde (BUSHWAY et al., 1983; SHAUGHNESSY, et al., 2009; KALEA, et al.,
2010; BUNEA et al., 2013). Diversos autores relataram a presenca de flavonoides e outros
compostos fendlicos, no mirtilo, os quais possuem significativa contribuicdo na propriedade
antioxidante conferida ao fruto (PRIOR et al., 1998; WOLFE et al., 2008; GAVRILOVA et al.,
2011; YOUSEF et al., 2013; BUNEA et al., 2013). Dentre os flavonoides destacam-se as
antocianinas que tém presenca marcante nas cascas dos frutos, pigmento responsavel pela sua
intensa coloracdo violeta. O mirtilo esta entre os alimentos vegetais que apresentam grande
concentragfes de antocianinas. Além disso, apresenta em seu perfil cinco das seis
antocianidinas mais comuns em alimentos: delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e
malvidina, conferindo a esse pequeno fruto grande diversidade desse pigmento.

Estas antocianinas tém sido identificadas, em geral, ligadas somente a trés tipos de
acucares: galactose, glicose e arabinose. Mas, Wang e colaboradores (2014) relataram no estudo
em mirtilo nativos Chinés (blueberry, Vaccinium uliginosum) a presenca das antocianinas
petunidina e malvidina ligadas a xilose. Em algumas variedades também foram identificadas
antocianinas aciladas aos acidos acéticos (PRIOR et al., 2001; WU e PRIOR, 2005b) e
malonico (WU e PRIOR, 2005b). Sendo assim, pode-se observar que cultivares apresentam
diferencas nos teores e na diversidade de antocianinas, mostrando que tanto o teor como a
diversidade de antocianinas nos frutos sdo mais afetadas pelo seu genétipo do que influenciado
por fatores ambientais e por préaticas de cultivo.

A andlise realizada por CLAE/DAD no extrato do fruto liofilizado do mirtilo, pelo
presente estudo, revelou de inicio a presenca de 20 picos (Figura 56). Todos os espectros de
absorcdo correspondentes aos picos apresentaram as duas bandas no UV-Vismax caracteristicas
dos pigmentos antocianicos (Figura 58-60). Foram realizadas varreduras nos 20 picos na regido
de 240 a 590nm no DAD (UV-ViSmax).

As analises dos picos 3 e 8 apresentaram mais de um valor para as bandas de maior
comprimento de onda (Amax do visivel). Suspeitou-se, portanto, que haveriam duas substancias
coeluindo nesses dois picos. As substancias equivalentes aos picos foram isoladas utilizando a
técnica de recolhimento dos picos na saida do detetor, apds separacdo cromatografica (Item
3.7). As andlises no CLUE-EM-QTOF (ESI*) confirmaram a presencga de duas substancias
distintas em cada um dos picos (3 e 8), totalizando assim a presenca de quatro antocianinas.
Com esses resultados a matriz foi caracterizada apresentando 22 substancias em seu perfil
antocianico a 520 nm (Figura 57), em substituicdo a caracterizacdo das 20 realizada
anteriormente (Figura 56).

Diferentes cultivares de mirtilos (género Vaccinium) foram relatados em trabalhos
anteriores contendo de 14 a 27 antocianinas em seu perfil cromatografico (PRIOR et al., 2001;
KAHKONEN et al.,, 2003; WU e PRIOR, 2005b; LOHACHOOMPOL et al., 2008;
GAVRILOVA et al., 2011; MULLER, SCHANTZ e RICHLING, 2012; BUNEA et al., 2013;
YOUSEF et al., 2013). A grande diversidade das antocianinas presentes na matriz, faz com
que algumas delas possuam hidrofobicidade similares, dificultando sua separagdo
cromatografica.
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Figura 56: A) Cromatograma do extrato do mirtilo (Vaccinium spp) extraido utilizando metodologia Il a 520
nm, B) Expans&o do cromatograma A no intervalo de 13,7-18,0 minutos.
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Figura 57: A) Cromatograma do extrato do mirtilo (Vaccinium spp) extraido utilizando metodologia Il a 520
nm, B) Expansdo do cromatograma A no intervalo de 3,5-19,0 minutos e C) Expansdo do cromatograma B no
intervalo de 13,7-18,5 minutos.
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Figura 58: Espectros de absor¢do UV-Visms do extrato do mirtilo (Vaccinium spp) obtidos no DAD (520 nm)
enumerados conforme cromatograma da Figura 57.
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Figura 59: Espectros de absor¢do UV-Visms do extrato do mirtilo (Vaccinium spp) obtidos no DAD (520 nm)

enumerados conforme cromatograma da Figura 57.
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Para as substancias equivalentes aos picos 1 e 2 a andlise realizada por CLAE/DAD
revelou a presenca de dois espectros de absorcdo com duas bandas cada um na regido do UV-
Vismax (Figura 58). O isolamento dos picos 1 e 2, recolhido ao final do detetor do CLAE/DAD,
possibilitou o estudo dessas duas substancias, agora no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 61)

Essas duas substancias mostraram a presenca de dois picos distintos com tempos de
retencdo muito proximos, em tr 2,51 e 2,60 minutos, respectivamente. As analises em modo
EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) apresentaram ions moleculares iguais, diferenciando
somente nas casas decimais de suas massas acuradas, um a m/z 465,1036 e fragmento 303,0590
(pico 1) apds a perda de uma hexose ([M-162 Da]*) e outro a m/z 465,1116 e fragmento
303,0590 (pico 2), apds a perda também de uma hexose ([M-162 Da]* (Figura 62).
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Figura 61: Cromatograma extraido no CLUE TOF-ESI* das substéncias 1 e 2, isoladas do extrato do mirtilo
(Vaccinium spp), filtrando o ion a m/z 465.
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Figura 62: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*): (A) substancia
equivalente ao pico 1 e (B) substancia equivalente ao pico 2.

As bandas de absorcéo observadas no visivel com Amax 521,4 e 522,6 nm e a presenca
do ion fragmento a m/z 303,0590 indicam que os picos 1 e 2 apresentam antocianinas cuja
aglicona é a delfinidina. A presenca de apenas um fragmento ap6s a perda de 162 Da em ambas
as substancias analisadas (pico 1 e 2) indica que essas antocianinas apresentavam apenas uma
hexose como substituinte. Como ja observado anteriormente neste estudo, as substancias
glicosiladas ao aclcar galactose sempre eluem com o tempo de retencdo inferior quando
comparadas as glicosiladas ao agucar glicose em sistema de fase reversa utilizado. Sendo assim,
as substancias foram identificadas como delfinidina -3-O- galactosideo (pico 1) e delfinidina-
3-0-glicosideo (pico 2).

Para a substancia equivalente ao pico 3 a anélise realizada por CLAE/DAD (Figura 56)
revelou a presenca de dois espectros de absor¢cdo UV-Vismax distintos (Figura 58- Pico 3a e b).
Cada espectro na regido do UV-Vismax apresentou duas bandas com os Amax 278,3/516,5 nm e
278,3/521,4 nm. Portanto, caracterizando a presenca de duas antocianinas eluindo ao mesmo tr
(4,89 minutos), essas substancias passaram entdo a serem denominadas de pico 3 e 4 (Figura
57). Os dados obtidos em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 64) mostraram a
presenca de dois ions moleculares um a m/z 435,0936 e fragmento 303,0526 apds a perda de
uma pentose ([M-132 Da]*) e outro a m/z 449,1050 e fragmento 287,0574 com perda de uma
hexose ([M-162 Da]").

As bandas de absorg@o observadas Amax278,3 € 521,4 nm e a presenca do ion fragmento
a m/z 303,0526 indicam que a substancia equivalente agora ao pico 3 possuia a antocianidina
delfinidina. As bandas de absor¢do observadas Amax 278,3 e 516,4 nm e a presenga do ion a
fragmento m/z 287, indicam que a substancia equivalente ao pico 3 possuia a antocianidina
cianidina.

A identificacdo do tipo de acucar ligado a antocianidina foi baseada no tr para ambas
substancias. A presenca de cianidina ligada a hexose galactose confere a antocianindina um
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ganho na polaridade da molécula, diminuindo, portanto, o tr em relacdo a antocianidina ligada
a hexose glicose. O mesmo foi observado em relagdo ao acucar ligado a delfinidina, a presenca
da pentose (132 Da) arabinose confere a molécula um aumento na polaridade do composto
guando comparada ao outro isbmero deste aclcar a xilose. Dados literarios, anteriormente,
publicados sobre mirtilo (WU e PRIOR, 2005a; LOHACHOOMPOL et al., 2008; MULLER,
SCHANTZ e RICHLING, 2012) identificaram essas substancias como cianidina-3-O-
galactosideo e delfinidina-3-O- arabinosideo, eluindo nessa ordem.

Ao extrair os cromatogramas dos ions moleculares das duas substancias no CLUE-EM-
QTOF (ESI") (Figura 63) e comparar com os dados da literatura, observou que ocorreu uma
inversdo na ordem de eluicdo dessas duas substancias. Os espectros de massa acurada dessas
substancias adquiridos em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 63) confirmam
a presenca dos ions moleculares e fragmentos referentes a delfinidina-3-O-arabinosideo e
cianidina-3-O- galactosideo. Portanto, foi confirmada a presenca dessas duas substancias na
matriz analisada.
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Figura 63: Cromatograma extraido do CLUE-EM-QTOF (ESI*) das substancias equivalente ao pico 3a, isoladas
do extrato do mirtilo (Vaccinium spp), filtrando os ions a m/z 449,1050 (B) e 435,0936 (C) e (A) Sobreposicao
dos cromatogramas (B) e (C).
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Figura 64: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) da substancia 3 (Figura
53): (A) delfinidina-3-O-arabinosideo e (B) cianidina-3-O-galactosideo.

As substancias equivalentes dos picos 5 ao 8 da analise realizada por CLAE/DAD
(Figura 57) revelaram a presenca dos espectros de absorcdo na regido do UV-Vismax (Figura
58). Os espectros de absorcéo apresentaram duas bandas para cada um dos 4 picos com 0s Amax:
279,5/516,5 nm; 277,5/526,2 nm; 279,5/517,7 nm e 278,3/526,2 nm, respectivamente onde
todos sdo caracteristicos de antocianinas. Os dados obtidos em modo EM/EM no CLUE-
EM/QTOF (ESI*) (Figura 65) mostraram a presenca de ions moleculares a m/z: 449,1285 e
fragmento 287,0551 apds a perda de uma hexose ([M-162 Da]*); 479,1200 e fragmento
317,0696 apos a perda de uma hexose ([M-162 Da]*); 419,0977 e fragmento 287,0574 ap6s a
perda de uma pentose ([M-132 Da]*); e 479,1179 e fragmento 317,0667 ap6s a perda de uma
hexose ([M-162 Da]*).

Sendo assim, as bandas caracteristicas de absor¢do na regido do UV-Vismax das
substancias equivalentes aos picos 5 e 7 (Figura 58) e a presenca dos ions fragmentos a m/z 287
em comum as duas antocianinas, indicaram que estas antocianidinas sdo cianidinas. No
primeiro caso, pico 5, a antocianina correspondente apresenta-se ligada a uma hexose. O tempo
de retencdo observado tanto na andlise por CLAE (Figura 57) quanto por CLUE (Figura 66)
confirmam ser a presenca de uma glicose, visto que, a cianidina-3-O-galactosideo elui em
tempo inferior.

A substéncia equivalente ao pico 7, outro derivado de cianidina, foi sugerida por este
estudo estar ligada ao aclcar arabinose, uma vez que no sistema de fase reversa seu isbmero
xilose eluiria em tempo de retencdo superior ao observado. Portanto, as duas antocianinas foram
identificadas como cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-arabinosideo, respectivamente.
Para as substancias equivalentes aos picos 6 e 8 (Figura 56 ou 57), as bandas caracteristicas no
Amax 526 nm, da regido do visivel, e seus ions em comum, tanto os ions moleculares a m/z 479
assim como seus fragmentos a m/z 317, indicam a presenca de uma petunidina como
antocianindina para as duas substancias, ambas ligadas a uma hexose. Seguindo o raciocinio da
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polaridade, ja discutido anteriormente, pode-se sugerir que a substancia equivalente ao pico 6
é uma petunidina-3-O-galactosideo e a substancia equivalente ao pico 8 é uma petunidina-3-
O-glicosideo. Todos os dados foram consistentes com trabalhos anteriormente publicados
sobre algumas variedades de mirtilo (KAHKONEN et al., 2003; WU e PRIOR, 2005b;
LOHACHOOMPOL et al., 2008; GAVRILOVA et al., 2011; BUNEA et al., 2013; MULLER,
SCHANTZ e RICHLING, 2012; YOUSEF et al., 2013).
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Figura 65: Espectros de massa acurada em modo EM/EM (ESI™) da substancia 5: (A)
cianidina-3-O-glicosideo; (B) petunidina-3-O-galactosideo; (C) cianidina-3-O-arabinosideo
e; (D) petunidina-3-O-glicosideo
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Figura 66: Cromatogramas extraidos no CLUE-EM-QTOF (ESI*) das substancias equivalentes aos picos: 3a
(A) e 5 (B), isoladas do extrato do mirtilo (Vaccinium spp), filtrando o ion a m/z 449. (C) Sobreposi¢cdo dos
cromatogramas (A) e (B).

A substancia equivalente ao pico 9 da analise realizada por CLAE/DAD (Figura 57)
revelou a presenca de dois espectros de absor¢do UV-Vismax distintos (Figura 59- Pico 9a e 9b).
Cada espectro de absorcdo apresentou duas bandas com 0s Amax 277,1/526,2 nme 278,3/516,5
nm. Esse fato caracterizou a presenca de duas antocianinas eluindo com mesmo tr (7,85
minutos). Essas substancias foram entdo denominadas de pico 9 e 10 na Figura 57. Os dados
obtidos em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI¥) (Figura 67), mostraram a presenca de
dois ions moleculares, um a m/z 449,1129 e fragmento 317,0696 apds a perda de uma pentose
([M-132 Da]*) e outro a m/z 463,1252 e fragmento 301,0735 apds a perda de uma hexose ([M-
162 Da]").

As bandas de absorcao observadas na regiao do visivel com Amax526,2 nm e a presenca
do ion fragmento a m/z 317,0735 indicam que a substancia equivalente ao pico 9 apresenta a
antocianidina petunidina. As bandas de absor¢édo observadas na regido do visivel com Amax516,5
nm e a presenca do ion a fragmento m/z 301,0735 indicam que a substancia equivalente ao pico
10 possui a antocianidina peonidina. A ordem de eluicdo pdde ser conferida através do
cromatograma extraido no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 68).
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Figura 67: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*): (A) substancia
equivalente ao pico 9 e (B) substancia equivalente ao pico 10 do cromatograma da Figura 57.
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Figura 68: Cromatograma extraido do CLUE-EM-QTOF (ESI*) das substancias equivalentes ao pico: 9,
isoladas do extrato do mirtilo (Vaccinium spp), filtrando os ions a m/z 449,1050 (A) e 463,1252 (B) e (C)
Sobreposicdo dos cromatogramas (B) e (C).
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A presenca da antocianidina peonididina ligada aos agucares galactose e glicose tem
sido relatada por muitos pesquisadores em diferentes variedades e cultivares de mirtilo em
trabalhos literarios (KAHKONEN et al., 2003; WU e PRIOR, 2005b; LOHACHOOMPOL et
al., 2008; GAVRILOVA- etal., 2011; MULLER, SCHANTZ e RICHLING, 2012; YOUSEF et
al., 2013). Bunea e colaboradores (2013) estudando sete cultivares de mirtilo que cresceram na
Romania, s6 identificaram a presenca da peonidina ligada a galactose, ndo identificando a
presenca da peonidina-3-O-glicosideo. A ordem de eluicdo, da peonidina ligada a galactose,
utilizando o sistema de fase reversa, tém sido mostradas em todos os trabalhos consultados com
tempo de retengdo superior ao da petunidina-3-O-glicosideo e, inferior ao da antocianina
petunidina-3-O-arabnosideo (KAHKONEN et al., 2003; WU e PRIOR, 2005b;
LOHACHOOMPOL et al., 2008; GAVRILOVA et al., 2011; MULLER, SCHANTZ e
RICHLING, 2012; YOUSEF et al., 2013). Na matriz mirtilo do presente estudo ndo foi
observada a presenca da antocianina peonidina-3-O-galactosideo, pois, sugere-se que a hexose
ligada a aglicona peonidina seja uma glicose, ja que possui tempo de retencdo superior ao da
antocianina petunidina-3-O-arabinosideo. Portanto, este estudo caracterizou as antocianidinas
equivalentes ao pico 9 como petunidina-3-O-arabinosideo e, ao pico 10 como peonidina-3-O-
glicosideo.

As substancias equivalentes aos picos de 11, 12, 15, 16, 19 e 20 observadas nas analises
realizadas no CLAE/DAD (Figura 57) revelaram a presenca de duas bandas para cada pico nos
espectros de absorgdo UV-Vismax (Figura 59 e 60), caracteristicas de antocianinas.

Para esses picos, as bandas com os Amax NO Visivel apresentaram comprimento de onda
superior a 520 nm. O sistema de solventes utilizado em todas as analises realizadas tem
mostrado um comportamento padrdo no comprimento Amax NO Visivel, visto que, esse
comprimento de onda esta intimamente relacionado com o padrao de hidroxilacdo do anel B da
antocianina.

Foram observados para as antocianinas derivadas de cianidina, pelargonidina e
peonidina submetidas as leituras no visivel, valores de Amax inferiores a 520 nm. Foi sugerido
entdo a presenca de antocianidinas como delfinidina, petunidina e malvidina.

A delfinidina logo em seguida foi descartada, pois, a molécula deveria estar ligada a
um radical que conferisse grande apolaridade para justificar seu grande deslocamento no tempo
de retencdo, e sua antocianidina ndo foi detetada quando essas substancias foram submetidas a
analises no espectrometro de massa acurada (CLUE-EM/EM-QTOF (ESI).

A substancia equivalente ao pico 13 (Figura 57) apresentou na analise realizada por
CLAE/DAD a presenca de dois espectros de absor¢do UV-Vismax (Figura 59- Pico 13), duas
bandas na regido do visivel com 0S Amax279,5/517,7 nm. Como seu Amax Nno visivel foi inferior
a 520 nm, foi sugerido ser uma antocianina derivada de cianidina ou peonidina, visto que as
antocianinas derivadas de pelargonidinas neste sistema absorveram abaixo de 510 nm.

Os dados obtidos para os picos 11, 12, 13, 15, 16, 19 e 20 no modo EM/EM no CLUE-
EM-QTOF (ESI") (Figura 69 e 70) foi observado para as substancias equivalentes aos picos 11
e 12 valores idénticos de massa acurada para ions moleculares a m/z 493,1404 e seus fragmentos
a m/z 331,0893, apos a perda de uma hexose ([M-162 Da]"); para a substancia equivalente ao
pico 13 o ion molecular a m/z 433,1188 e seu fragmento a m/z 301,0797, apds a perda de uma
pentose ([M-132 Da]"); para a substancia equivalente ao pico 15 o ion molecular am/z 463,1093
e seu fragmento a m/z 331,0825, apés a perda de uma pentose ([M-132 Da]"); para as
substancias equivalentes aos picos 16 e 20 os ions moleculares a m/z 535,1169 e 535,1085 e
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seus fragmentos a m/z 331,0690 e 331,0690, respectivamente , apos a perda de um fragmento
de 204 Da; e para a substancia equivalente ao pico 19 o ion molecular.
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Figura 69: Espectros de massa acurada em modo EM/EM (ESI*): (A) substancia equivalente ao pico 11; (B)
substancia equivalente ao pico 12; (C) substancia equivalente ao pico 13; (D) substancia equivalente ao pico 15.
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Figura 70: Espectros de massa acurada em modo EM/EM (ESI*): (A) substancia equivalente ao pico 16; (B)
substancia equivalente ao pico 19 E; (C) substancia equivalente ao pico 20.

As bandas de absor¢ao observadas no visivel com Amax 522,2 € 526,2 nm associadas a
presenca do ion molecular a m/z 493 assim como seus fragmentos a m/z 331, indicaram a
presenca de uma malvidina ligada a uma hexose.

De acordo com a ordem de eluicao sugere-se que a substancia equivalente ao pico 11 é
uma malvidina-3-O-galactosideo e a substancia equivalente ao pico 12 uma malvidina-3-O-
glicosideo. As substancias equivalentes aos picos 13 e 15, apresentaram em comum a perda de
132 Da, de massa neutra, indicando o aglcar como arabinose, visto que de uma forma geral
essa foi a pentose relatada por diversos trabalhos na literatura como presente nas variedades de
mirtilo.

As respectivas antocianidinas ligadas a esse acucar foram identificadas como peonidina
para a substancia equivalente ao pico 13 e malvidina para a substancia equivalente ao pico 15.
Sendo assim, as antocianinas presentes nestas substancias sao peonidina-3-O-arabinosideo e
malvidina-3-O-arabinosideo.

As substancias equivalentes aos picos 16, 19 e 20 também apresentaram a perda de uma massa
neutra em comum no valor de 204 Da. Além disso, as substancias 16 e 20 apresentam também
0 mesmo valor de ion molecular [M]* a m/z 535 e fragmento a m/z 331. Trabalhos literarios
consultados (PRIOR et al., 2001; KAHKONEN et al., 2003; WU e PRIOR, 2005b;
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GAVRILOVA et al., 2011; YOUSEF et al., 2013) identificaram o radical (204 Da) ligado a
antocianidina como sendo uma hexose ligada a acetila, pelo carbono de nimero 6 deste aclcar
(162 + 42 Da). Com essas ferramentas pode-se sugerir, através da ordem de eluicdo as
antocianinas sdo: malvidina-3-O-(6”-acetila)-galactosideo; petunidina-O-3-(6”-acetila)-
glicosideo e malvidina-3-O-(6-acetila)-glicosideo.

A sugestdo do acucar ligado a petunidina ser uma glicose teve fundamento a partir da
comparacao com dados literarios, onde essa antocianina sempre aparece entre as antocianinas
malvidinas ligadas aos radicais hexosideos (galactosideo e glicosideo) acilados a acetila
(PRIOR et al., 2001; WU e PRIOR, 2005b; NICOUE; SAVARD e BELKACEMI, 2007;
YOUSEF et al., 2013).

A antocianidina mais abundante no mirtilo foi a malvidina com cinco derivados (dois
hexosideos, um pentosideo e dois hexosideos acetilados), sendo malvidina-3-O-galactosideo
com maior teor entre as antocianinas. Este dado apresentou conformidade com trabalhos
publicados. Cinco das seis antocianidinas mais comuns em alimentos (delfinidina, cianidina,
peonidina, petunidina e malvidina), que sempre sdo encontradas nas variedades de mirtilo,
também foram observadas pelo presente estudo, estando ausente somente a antocianidina
pelargonidina.

Confirmou-se também a ordem de eluicdo para os derivados de uma mesma
antocianidina, utilizando o sistema em fase reversa. Ap6s o incremento do solvente apolar
durante a corrida cromatografica, as antocianidinas ligadas aos galactosideos eluem em tempo
de retencdo inferiores aos glicosideos, que por sua vez saem antes dos pentosideos (no caso
arabinosideo). Além disso, pode-se observar que a acilagdo nos aglcares das antocianinas
provoca diminuicdo da polaridade, aumentando, portanto, o tempo de retencdo. Isso faz com
que essas antocianinas aciladas eluam depois de seus respectivos glicosideos.

O presente estudo atraves das ferramentas utilizadas obteve a identificacdo de 17 das 22
antocianinas observadas. As cinco substancias restantes ndo puderam ser isoladas e
identificadas durante este procedimento, pois, necessitam de uma etapa de pré-concentracao
que ndo foi realizada para as antocianinas com baixissimo teor na matriz.

A matriz utilizada, mirtilo (Vaccinium spp), sera uma boa fonte de padrdo das
substancias equivalentes aos picos 1, 6, 7, 12, 13, 15,16 e 20. Além disso, podera ser utilizada
como parametro para confirmacdo da presenca dessas antocianinas em outras matrizes
desconhecidas.

A matriz serviu também para avaliar o método de analise por CLAE desenvolvido neste
estudo. Apesar da coeluicdo dos picos 3 e 9 0 método mostrou estar apto para analise dessa
matriz, visto que apresentou étima resolugdo entre os picos das substancias separando 17 das
22 substancias presentes em apenas 20 minutos de corrida.

O tempo de corrida, portanto, seria uma excelente vantagem em relacdo as outras
metodologias, pois, trabalhos publicados anteriormente usando diferentes metodologias com
colunas de fase reversa, também mostraram dificuldade de separacdo das antocianinas nas
diferentes matrizes de mirtilo analisadas. Em algumas das substancias, mesmo com tempo de
corrida superior a 40 minutos, houve coeluicdo. Isso pode ser justificado, pela grande
similaridade na polaridade de algumas das substancias presentes nas matrizes de mirtilo (Tabela
17).
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Tabela 17: Metodologias de separacdo cromatografica de antocianinas em algumas variedades de mirtilo

Coluna Tempo de  NUmero de
Método  Fase Movel A Fase Mdvel B C Gradiente corrida ACN Referéncia
18 (minutos)  separadas
Xterra™ MS  0-5 min, 15-20% A; 5-10 min, 20% A; 10-25
of Ani J— (150mm x min, 20-25% A;25- 30min, 25% A, 30-46 min, 13 de 14 LOHACHOOMPOL
LC/DAD Metanol 3% Acido Formico 2.1mm, *) 25-70%A; 46-52 min, 70% A; 52-55 min, 70- 55 presentes  etal., 2008
15% A
Zorbax. SB 0-2 min, 5% A; 2-10 min, 5- 20% A; 10-15 min,
HPLC/ Metanol 50 Acido Férmico (250m,m N 20% A; 15- 30 min, 20-25 % A; 35-50 min, 25-
DAD 0 4.6mm, 5 ym) 33% A; 50-55 min, 33% A, 55-65 min, 33-36% 23 de 27
’ O A; 65-70 min, 36-45% A; 70-75 min, 45-53% A 90 presentes WU e PRIOR, 2005
75-80 min, 53-55% A,; 45-53% A; 80-84 min,
HPLC/ ACN50%: Agua ACN87%: Agua  Phenomenex,  55-70% A: 84-88 min, 70-5% A; 88-90 min, )
UV-Vis 40%: Acido For-  3%: Acido For- (250mm x 5% A, 0-20 min; 2-14 % A; 20-40 min, 14% A, 110 15 MULLER,
micol0%, viviv  mico -10%, viv/v  4.6mm, 3 pm)  40-50 min, 14-15% A; 50- 55 min, 15-19% A, presentes SCHANTZ e
HPLC/ ) Zorbax, SB 0-5min; 5 % A, 5-45 min, 5-50% A; 45-55 min, 14 del7
Metanol 5% Acido Formico (150mm x 50-75% A; 55- 65 min, 75-100% A 65** GAVRILOVA et
DAD presentes
4.6mm, 5 um) al.,2011
HPLC/ Acetonitrila 4,5% Acido i 0-9 min; 10 % A; 9-26 min, 10-12% A, 26-30 5O 10
DAD Férmico min, 12-25% A;30- 50 min, 25-90% A presentes BUNEA et al., 2012
Zorbax, SB
HPLC/ Metanol 5% Acido Formico  (150mm x  0-40 min;5-35 % A agex 190822 ppyap etal, 2001
UV-Vis presentes
4.6mm, 5 um)
o - Zorbax, SB 0-5 min; 2 % A, 5-15 min, 2-9% A, 15-20 min ~ "
0 il 1 il ) i) y
nresl Acetonitila 1% Acido (150mmx  9-11% A20- 21 min, 11-30% A; 21-26 min,  dsex 120 19 KAHIKONEN etal,
4.6mm, 5 um)  30-80%.; 26-30 min, 80-5%, 30-45 min, 5% P
Thermo
CLAE/ Acetonitrila 0 Amid CA Scientific 17 de 22
DAD 5% Acido Formico  grseiigomm — 0-9 min: 10 % A; 9-26 min, 10-12% A; 26-30 20 presentes RESENTEESTUDO
x4.6mm, 2,4 um min, 12-25% A;30- 50 min, 25-90% A
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Uva-preta do Chile (Vitis spp.)

A distribuicdo das antocianinas em uvas € complexa variando de acordo com a espécie.
Algumas variedades de uvas podem apresentar, em uma Unica matriz, as seis antocianidinas
mais comuns presentes em alimentos (delfinidina, cianidina, peonidina, pelargonidina,
petunidina e malvidina) (WANG, RACE e SHRIKHANDE, 2003).

Dentre as antocianinas, anteriormente identificadas em perfis cromatograficos do
epicarpo de uvas, as monoglicosiladas no carbono 3 (delfinidina-3-O-glicosideos, cianidina-3-
O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo e malvidina-3-O-
glicosideo e seus derivados acilados), e as diglicosiladas nos carbonos 3 e 5 (delfinidina-3,5-O-
glicosideos, cianidina-3,5-O-glicosideo, petunidina-3,5-O-glicosideo, peonidina-3,5-O-
glicosideo e malvidina-3,5-O-glicosideo) sdo os pigmentos mais comuns encontrados. A
antocianina pelargonidina-3-O-glicosideo foi identificada em algumas variedades de uva, mas
em baixissima concentracdo, como Concorde (cultivar da Vitis labrusca), Rubired e Salvador
(hibridos de V. vinifera L. e V. ruspestris) (WANG, RACE e SHRIKHANDE, 2003; WU e
PRIOR, 2005a).

As cultivares provenientes da espécie Vitis vinifera L. sdo exemplo onde podem ser
encontradas somente as antocianidinas (delfinidina, cianidina, peonidina, petunidina e
malvidina) monoglicosiladas no carbono 3, assim como seus derivados acilados com &cido
pcoumarico, cafeico e acético (RUSTIONI et al., 2013).

A andlise realizada por CLAE/DAD, a 520 nm, no extrato obtido do epicarpo da uva-
preta do Chile sem semente (cultivar de V. vinifera spp), revelou a presenca de 5 picos (Figura
71). Todos os espectros de absor¢do correspondentes a esses picos apresentaram duas bandas
na regido do UV-Vismax @ 520nm, caracteristicas dos pigmentos antocianicos (Figura 72).
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Figura 71: Cromatograma no CLAE/DAD a 520 nm do extrato do epicarpo da uva-preta do Chile utilizando
metodologia .

As identificacOes das substancias foram baseadas nos seus espectros de absor¢ao (Amax
visivel), seus tempos de retencédo e nas suas respectivas massas moleculares acuradas. Os dados
obtidos em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) mostraram a presenca de ions
moleculares para as substancias do: pico 1 a m/z 465,1036 e fragmento a m/z 303,0590; pico 2
am/z 449,1050 e fragmento a m/z 287,0511; pico 3 am/z 479,1200 e fragmento a m/z 317,0696;
pico 4 a m/z 463,1330 e fragmento a m/z 301,0797 e; para o pico 5 a m/z 493,1404 e fragmento
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am/z 331,0892. Todos os fragmentos foram obtidos ap0s a perda de uma hexose ([M-162 Da]*),
(Figura 73).
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Figura 72: Espectros de absor¢do na regido UV-Vismax do extrato do epicarpo da uva-preta do Chile (Vitis
vinifera spp) obtidos no DAD (520 nm) enumerados conforme cromatograma da Figura 71.

Com os dados obtidos das analises no CLAE/DAD e CLUE-EM-QTOF (ESI*) foi
possivel identificar as cinco substancias presentes na matriz em questdo (epicarpo da uva-preta
do Chile).
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Figura 73: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*): (A) substancia
equivalente ao pico 1; (B) substancia equivalente ao pico 2; (C) substancia equivalente ao pico 3; (D) substancia
equivalente ao pico 4 e; (E) substancia equivalente ao pico 5.
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A substancia equivalente ao pico 1 foi identificada como delfinidina-3-O-glicosideo,
devido ao seu espectro na regido do visivel com Amax @ 522,6 nm, banda de absorgéo
caracteristica de derivados de delfinidina, e a presenca do fragmento a m/z 303,0590, ap0s a
perda de uma hexose (162 Da), dado obtido na analise em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF
(ESI*) (Figura 73), confirmando ser delfinidina a antocianidina. A hexose foi confirmada como
glicose devido ao seu tempo de retencéo.

A substancia equivalente ao pico 2 foi identificada como cianidina-3-O-glicosideo, pois,
ao confrontar sob as mesmas condic¢es cromatogréaficas, seu tempo de retencdo no CLAE/DAD
a 520 nm com o tempo de retencdo do pico 2, cianidina-3-O-glicosideo, do cromatograma da
jucara (Euterpe edules) (Figura 74), matriz j& caracterizada por este estudo (pagina 57) sob as
mesmas condicBes de andlise. A confirmacdo, de cianidina-3-O-glicosideo, foi realizada ao
observar seu ion molecular que apresentou massa exata a m/z 449,1129 e fragmento a m/z
287,0574 no modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 73).
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Figura 74: Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos no CLAE/DAD a 520 nm. (A) Cromatograma em preto
obtido do extrato do epicarpo da uva-preta, (B) cromatograma em vermelho do extrato da Jugara, onde pico 2:
cianidina-3-O-glicosideo e 3 cianidina-3-O-rutenosideo.

Para o Pico 3, o com comprimento de onda no visivel com Amax de 520 nm observado,
sugeriu que a substancia em questdo seria derivada de antocianidinas como delfinidina,
malvidina ou petunidina.

Atraveés do seu ion molecular a m/z 479,1200 e fragmento a m/z 317,0696 observados
no modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 73) pode-se confirmar a presenca da
petunidina. A perda de 162 Da caracteriza uma hexose e 0 tempo de reten¢do no cromatograma
indica uma glicose. Assim a substancia foi caracterizada como sendo a petunidina-3-O-
glicosideo.

A substéncia referente ao pico 4, apesar de mostrar um comprimento de onda com
valores proximos dos derivados de cianidina com Amax de 516,5nm, dados gerados no modo
EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI*) quando aplicado uma energia de colisdo de 4eV em seu
ion molecular a m/z 463,1251, mostrou fragmento a m/z 301,0733 (Figura 73), caracteristico da
antocianidina peonidina, devido a perda de uma hexose (162 Da), no caso, sugere-se ser a
glicose devido ao seu tempo de retengéo.

A substancia referente ao Gltimo pico (5), corresponde a antocianina majoritaria dessa
matriz. Apresentou espectro na regido do visivel com Amax @ 526,2 nm caracteristico de
derivados de malvidina e petunidina. A delfinidina foi descartada pelo tempo de retencéo
apresentado.
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O ion molecular a m/z a 493,1486 e fragmento a m/z 331,0825 no modo EM/EM no
CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 73), confirma a presenca de um derivado da malvidina. A
perda de 162 Da caracteriza uma hexose e o tempo de retencdo uma glicose. Sendo, portanto, a
antocianina identificada como malvidina-3-O-glicosideo.

Os espectros de absor¢do na regido do UV-Vismax, também serviram como ferramenta
indicando as cinco substancias como derivados monossubstituido. Isto foi observado através
dos valores encontrados na razao entre E44o/E amax dOS seus respectivos espectros de absorcéo,
gue apresentaram taxa acima de 30% (Tabela 18), indicativo de antocianidinas glicosiladas em
apenas um carbono da molécula (DYRBY, WESTERGAARD e STAPELFELDT, 2001;
ARAPITSAS, SJOBERG e TURNER, 2008; SUN, LIN e CHEN, 2013).

Tabela 18: Tempo de retencdo das substancias no cromatograma da Figura 71 e, valores da
razao Easo/E 1 vis-max revelando as caracteristicas espectroscopicas dos picos correspondentes as
suas glicosilagoes.

N- tr AUVmax Pvismax E440/E 1 vis-max E440/E 3 vis-max o
) ] Antocianina
do pico  (Minutos) (nm) (nm) (%) Indicando
1 46 2759  522,6 30 monossubstituidas  De'Tinidina-3-O-
glicosideo
. Cianidina-3-O-
2 6,5 280,7 517,7 33 monossubstituidas glicosideo
3 8,0 273,6 520,1 30 monossubstituidas Petur]ldlrla-s-o-
glicosideo
4 10,3 2795  516,5 33 monossubstituidas " eonidina-3-0-
glicosideo
. Malvidina-3-O-
5 11,5 275,9 526,2 31 monossubstituidas glicosideo

Esses dados associados aos resultados obtidos no CLUE-EM-QTOF (ESI*) (Figura 73),
confirmaram a auséncia na matriz de antocianinas di-substituidas (no carbono 3 do anel C,
piridinico, e no carbono 5 do anel A) na estrutura da antocianidina.

A presenca de dois acucares (glicosilando em carbonos distintos) sdo comuns em alguns
cultivares de uvas provenientes de outras espécies como Vitis labrusca e V. ruspestris, mas ndo
séo observados em cultivares da Vitis vinifera L.

Esses dados observados foram muito importantes para caracterizagdo da matriz
analisada como cultivar da Vitis vinifera.

A caracterizagdo das antocianinas presentes na uva se torna imprescindivel e aumenta o
conhecimento sobre os diferentes cultivares, sejam eles naturais ou melhorados. Este tipo de
conhecimento fornece subsidios para diferencia-los entre si e, pode trazer informagdes que
permitam uma melhoria na sua constituicdo genética, visto que a concentracédo e a variedade
dos tipos de antocianinas é que irdo determinar a intensidade da coloracdo dos varios cultivares
de uvas (POMAR et al., 2005).

Todos os dados foram condizentes com os dados observados em trabalhos publicados
anteriormente, além disso, observou-se que apenas 0 agucar glicose é encontrado nas espécies
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de uvas, assim como nas caracteriza¢cdes de vinhos provenientes dessa fruta (WANG, RACE e
SHRIKHANDE, 2003; WU & PRIOR, 2005a; POMAR et al., 2005; BRITO et al., 2007
DOWNEYA, ROCHFORT, 2008).

A analise por CLAE, utilizando uma coluna de fase reversa com diametro de particula
de 2,4um, possibilitou boa resolucéo entre os analitos (Figura 71). Esse fato tornou possivel a
coleta das substancias de forma isolada, através da valvula seletora de canais (Rheodyne®) com
alto grau de pureza (acima de 98%), evitando-se, desta forma, a contaminacdo das mesmas com
0s outros analitos da matriz. Portanto, essa matriz foi considerada uma excelente fonte das
antocianinas: delfinidina, cianidina, peonidina, petunidina e malvidina, todas glicosiladas com
0 acucar glicose ligado ao carbono 3 do anel piridinico (anel C) da estrutura da antocianidina.

O conhecimento adquirido no estudo das antocianinas da matriz descrita acima
(epicarpo da Uva-preta do Chile), permitiu através da comparacdo dos seus tempo de retencdo,
espectros na regido do visivel e de seus dados de massa espectral obtidos no CLUE-EM-QTOF
(ESI*), a investigacdo de antocianinas presentes no perfil cromatografico de outros cultivares
de uvas como Red Globe ( Vitis vinifera L.) [Obtida de varios cruzamentos de cultivares:
(Hunisa x Emperor) x (Hunisa x Emperor x Nocera)], Niagara Rosada (Vitis labrusca x Vitis
vinifera L.) e; Kyoho [Vitis labruscana (Vitis vinifera x Vitis labrusca)](cultivar Tetraploide)
(KOBAYASHI et al., 2002; Embrapa, 2005; CARVALHO, 2006; CARVALHO et al., 2008;
IRICEVOLTO, 2009). Essas uvas, que sdo consideradas como tinta de mesa, sdo encontradas
a venda no comércio varejista.

Os extratos dos cultivares Red Globe (RG), Niagara Rosada (NR) e Kyoho (K) (Figura
75) foram submetidos a mesma condi¢do de andlise por CLAE/DAD (520 nm) ao qual foi
submetido o extrato do epicarpo da uva-preta do Chile.

Os perfis cromatograficos antocianico apresentados foram: 2 picos para Red Globe; 5
picos para Niagara Rosada e; 10 picos para Kyoho (Figura 76). As analises dos espectros de
absorcdo indicaram a presenga de duas bandas na regido UV-Vismax caracteristicas de
pigmentos antocianicos para todos 0s picos observados nas matrizes.

Uva-cv. Vitis vinifera L. Uva cv. Red Globe
(preta do Chile)

Uva cv. Niagara Rosada Uva cv. Kyoho

Figura 75: Cultivares (cv) de uvas finas tintas de mesa: Uva-preta do Chile; Red-Globe (RG); Niagara Rosada
(NR); Kyoho (K). Fonte: Embrapa, 2005; DETONI et al., 2005.
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Figura 76: Cromatogramas das antocianinas, obtidos no CLAE/DAD a 520 nm, dos extratos do epicarpo das
uvas: Uva-Preta do Chile; Red Globe; Niagara Rosada; e Kyoho. Identificacdo dos picos Tabela 19.
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Apenas as antocianinas com concentrac@es significativas foram isoladas e analisadas
por CLUE-EM-QTOF (ESI*) em modo EM/EM. Portanto, para interesse desse estudo foram
identificadas as duas antocianinas em Red Globe como cianidina-3-O-glicosideo e peonidina-
3-0-glicosideo, uma antocianina na Niagara Rosada como cianidina-3-O-glicosideo e cinco
antocianinas na Kyoho como: delfinidina-3-O-glicosideos; cianidina-3-O-glicosideo;
petunidina-3-O-glicosideo; peonidina-3-O-glicosideo e; malvidina-3-O-glicosideo (Tabela 19).

Tabela 19: Tabela com identificagbes das antocianinas da Figura 76.

_ tn W-Vis vy EM/EM
Pico A méx.

(min) (nm) (m/z) (m/z)

Uva-preta do Chile (Sem semente)

Antocianina

1 5,0 275,9/522,6  465,1136 303,0590 delfinidina-3-O-glicosideo
2 6,9 280,7/514,1 4491129 287,0574  cianidina-3-O-glicosideo
3 8,4 273,1/521,4  479,1200 317,0696 petunidina-3-O-glicosideo
4 11,0  279,2/514,2  463,1251 301,0733  peonidina-3-O-glicosideo
5 12,5 279,5/526,2  493,1486 331,0825 delfinidina-3-O-glicosideo
Red Globe
1 6,9  279,5/514,1 449,1050  287,0511 cianidina-3-O-glicosideo
2 10,9 278,3/514,1 463,1251  301,0797 peonidina-3-O-glicosideo
Niagara Rosada

1 4,3 278,3/514,1 NI NI

2 50 277,1/521,6 NI NI

3 6,8 279,1/514,9 449,1129  287,0574 cianidina-3-O-glicosideo
4 91 279,5/498,2 NI NI

5 17,7  279,5/520,1 NI NI

Kyoho

1 50  275,9/522,1 465,1036 303,0526  delfinidina-3-O-glicosideo
2 6,9  2795/514,1  449,1050 287,0574  cianidina-3-O-glicosideo
3 84  277,1/521,4  479,1280 317,0696  petunidina-3-O-glicosideo
4 11,0 279,2/514,2  463,1330 301,0797  peonidina-3-O-glicosideo
5 125 279,5/526,2  493,1323 331,0892  delfinidina-3-O-glicosideo
6-10 NI NI NI NI

NI: Néo Investigado

Estes resultados mostram, como o observado na matriz da cultivar da Vitis vinifera L
(Uva-Preta do Chile), que as matrizes das cultivares Nigara Rosada, Red Globe e Kyoho séo
também boas fontes de cinco das seis antocianinas mais comuns em alimentos (delfinidina-3-
O-glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, peonidina-3-O-glicosideo
e malvidina-3-O-glicosideo).

A baixa concentracdo da antocianina cianidina-3-O-glicosideo no perfil cromatogréfico
das uvas Kyoho e Uva-Preta sem semente do Chile, pode ser recompensada misturando 0s
extratos das uvas Niagara Rosada ou Red Globe. Permitindo assim, a coleta das cinco
substancias com boa concentracao utilizando apenas uma amostra. Utilizando de uma s vez os
cinco canais da valvula coletora, diminuindo o tempo de coleta.
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Ao se comparar a cultivar Kyoho com a cultivar da espécie Vitis vinifera L., denominada
pelo presente estudo como Uva-Preta do Chile, foi observado que as duas matrizes
apresentaram relacdes semelhantes entre as cinco antocianinas monoglicosiladas identificadas.
O extrato da uva Kyoho, apresenta ainda em seu perfil cromatogréafico (520 nm) (Figura 76),
outras substancias que eluem acima de 12 minutos que ndo foram isoladas e analisadas pelo
presente estudo, mas, que posteriormente podem ser investigadas. Como apresentam tempo de
retencdo superior aos das antocianinas monoglicosiladas identificadas pelo presente estudo,
sugere-se a principio serem antocianinas aciladas a 4cidos organicos. Li e colaboradores (2013),
identificaram na cultivar Kyoho obtida em Beijing (China), antocianinas monoglicosiladas e 3,
5-O-diglicosiladas e seus derivados acilados a acidos organicos. Vale ressaltar, que ndo foi
verificado semelhanga entre o perfil caracterizado por Li e colaboradores, na cultivar chinesa
e, 0 observado pelo presente estudo na cultivar de origem brasileira (proveniente do norte do
Parand).

Trabalhos publicados anteriormente identificaram a antocianidina malvidina-3,5-di-O-
glicosideo com maior hidrofobicidade entre as seis antocianidinas, mais comumente
encontradas em alimentos, ligadas ao mesmo substituinte. Seu tempo de retencdo € mostrado
como inferior ao da cianidina-3-O- glicosideo em sistema de fase reversa (WU e PRIOR, 2005g;
Li et al., 2013). Sendo assim, diferente do que foi observado por Li e colaboradores (2013),
pode-se afirmar que mesmo ap6s concentrar a amostra do extrato do epicarpo da uva Kyoho,
ndo foram observados sinais significantes caracteristicos de antocianinas diglicosiladas nos
carbonos 3 e 5 nesta faixa de eluicéo.

Acerola (M.emarginata)

O perfil antocianico da polpa da acerola é relativamente simples quando comparada aos
outros frutos analisados por este trabalho como mirtilo, ao qual apresentou 22 antocianinas e
uva com 5 antocianinas.

A analise realizada por CLAE/DAD (a 520 nm) no extrato de acerola, pelo presente
estudo, revelou a presenca de 2 picos (Figura 77). Os espectros de absor¢do correspondentes
aos picos apresentaram as duas bandas no UV-Vismax caracteristicos dos pigmentos
antocianicos (Figura 78).
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Figura 77: Cromatograma no CLAE/DAD a 520 nm do extrato da acerola utilizando metodologia 1.
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Figura 78: Espectros de absorcdo na regido UV-Visma do extrato da acerola obtidos no DAD (520 nm)
enumerados conforme cromatograma da Figura 77.

As substancias foram coletadas isoladamente seguindo a metodologia do item 3.7, e
cada substancia isolada foi analisada por injecéo direta no EM-QTOF (ESI*) em modo EM/EM
(Figura 79).

A Dbanda de absorgdo observada no visivel com Amax 514,1 nm para a substancia
equivalente ao pico 1, sugere a presenca das antocianidinas cianidina ou peonidina. A analise
em modo EM/EM no EM-QTOF (ESI*) revelou a presenca do ion molecular a m/z 433,1179
assim como seu fragmento a m/z 287,0583. A perda de massa neutra de 146 Da, indica uma
desoxi-hexose, que ao comparar com a literatura foi identificada como ramnose (146 Da)
(Figura 79).
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Figura 79: Espectros de massa acurada em modo EM/EM no EM-QTOF (ESI*) das substancias equivalentes aos
picos le 2 (Figura 77): (A) cianidina-3-O-ramnosideo e (B) pelargonidina-3-O- ramnosideo.
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A banda de absor¢édo observada no visivel para a substancia 2, apresenta a caracteristica
de uma antocianidina pelargonidina, Amax 504,3 nm. Quando ha absorcéo na regido do visivel
com Amax abaixo de 510 nm, no sistema de solventes utilizado nesse estudo, caracteriza a
presenca da pelargonidina. Além disso, esta antocianidina apresenta uma absorcao elevada na
regido de 430 nm quando comparada as outras cinco antocianidinas (delfinidina, cianidina,
petunidina, peonidina e malvidina). A analise em modo EM/EM no EM-QTOF (ESI*) revelou
a presenca do ion molecular a m/z 417,1207 assim como seu fragmento a m/z 271,0648
confirmando a presenca de uma pelargonidina ligada a uma desoxi-hexose, ramnose (146 Da
(Figura 79).

De acordo com os resultados as antocianinas foram identificadas como: cianidina-3-O-
ramnosideo e pelargonidina- 3-O- ramnosideo. Os dados obtidos sdo consistentes com os dados
relatados por Brito (2007) e Rosso (2008) e seus colaboradores ao analisarem amostras de
acerolas cultivadas no Brasil. Eles também observaram somente a presenca das antocianidinas
cianidina-3-O-ramnosideo e pelargonidina- 3-O- ramnosideo.

Em outras variedades de acerolas cultivadas no Brasil, também foi encontrada, além das
cianidina e pelargonidina, a presenca da antocianidina malvidina (VENDRAMINE e TRUGO,
2004).

Convém ressaltar que em nenhum dos trabalhos publicados houve relato da presenca de
acilagbes nas moléculas de antocianinas identificadas (LONGO e VASAPOLLO,
VENDRAMINE e TRUGO, 2004; LIMA et al., 2005; BRITO et al., 2007; ROSSO et al.,
2008).

A matriz utilizada, acerola, serd uma boa fonte de padrdo das substancias cianidina-3-
O-ramnosideo e pelargonidina- 3-O- ramnosideo. Visto que, as duas substancias apresentam no
perfil cromatografico uma étima resolugdo entre elas e uma boa concentracdo, que permitirdo
obter as substancias sem necessidade de muitas injecOes e coletas.

Além disso, a presenca de antocianinas ligadas diretamente a ramnose é muito rara,
principalmente a antocianidina pelargonidina. Tendo em vista a escassez de matrizes que
contenham essa substancia, o extrato de acerola foi considerada por este estudo, uma excelente
fonte das antocianinas cianidina-3-O-ramnosideo e pelargonidina- 3-O- ramnosideo.

Cebola roxa (Alliun cepa L.) e frambroesa (Rubus idaeus L.)

As matrizes cebola roxa e framboesa vermelha foram escolhidas com a intencéo de obter
um derivado de cianidinas diglicosiladas, massa molecular a m/z 611. O interesse nessas
substancias surgiu apds a observacdo e obtencdo de outras antocianinas derivadas de
“cianidinas” que apresentaram seu ion molecular a m/z 611 (Figura 43, pagina 71 e Figura 53,
pagina 77). Portanto, as duas matrizes foram submetidas as mesmas condi¢des para analise no
CLAE, e analisadas por dois detetores, DAD a 520 nm e EM-QTOF (ESI*).

No perfil cromatografico por CLAE/DAD a 520 nm para o extrato de cebola roxa, se
observou a presenca de 10 picos (Figura 80, A), mostrando assim muita semelhanca ao perfil
observado por Wu e Prior (2005b), apenas diferenciando nas relagdes entre os picos e suas
concentragoes.

No perfil cromatografico por CLAE/DAD a 520 nm para o extrato de framboesa, se
observou a presenca de 8 picos (Figura 80, B), mostrando também muita semelhanca ao perfil
observado por Wu e Prior (2005a).

Usando como base a identificagéo realizada em trabalhos anteriormente publicados (Wu
e PRIOR, 2005a, b), apenas as substancias identificadas como picos 1 e 2 de cada perfil
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cromatografico (Figura 80, A e B) eram de interesse para este estudo, visto que apresentam
diferentes substituintes ligados a estrutura da antocianidina cianidina.

Para as substancias equivalentes aos picos 1 e 2 (das duas matrizes) a analise realizada
por CLAE/DAD revelou a presenca de dois espectros de absor¢do com duas bandas cada um
na regido do UV-Vismax (Figura 81). O isolamento dos picos 1 e 2 por meio da coleta ao final
do detetor do CLAE/DAD, possibilitou o estudo dessas duas substancias, agora no CLUE-EM-
QTOF (ESI¥) (Figura 82).
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Figura 80: Cromatograma do extrato metanolico da cebola roxa (A) e framboesa vermelha (B), extraido
utilizando a metodologia Il de analise no CLAE/DAD a 520nm. Identificacdo dos picos 1 e 2, nos dois
cromatogramas, na Tabela 21.
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Figura 81: Espectros de absorcdo no UV-Vismax relativos aos picos 1 e 2 do extrato da: (A) cebola roxa e (B)
framboesa, obtidos no DAD (520 nm) enumerados conforme cromatograma da Figura 80.
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Para as substancias equivalentes aos picos 1 (framboesa vermelha) e 2 (cebola roxa) dos
cromatogramas da Figura 80, as analises em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESI),
apresentaram ions moleculares iguais, diferenciando apenas nas casas decimais, um a m/z
611,1849 e fragmento 287,0586, e o outro m/z 611,1539 e fragmento 287,0546,
respectivamente. Os dois ions moleculares indicaram a perda de duas hexoses de uma so vez
([M-324 Da]*) (Tabela 20).

Para as substancias equivalentes aos picos 1 (cebola roxa) e 2 (framboesa) dos
cromatogramas da Figura 80, as analises em modo EM/EM no CLUE-EM-QTOF (ESIY)
apresentaram ions moleculares iguais, diferenciando apenas nas casas decimais, um a m/z
449,1397 e fragmento 287,0825, e o outro m/z 449,1207 e fragmento 287,0525,
respectivamente. Todos os dois ions moleculares indicaram a perda de uma hexose ([M-162
Da]*) (Tabela 21).

Para todas as substancias analisadas se pode observar a presenca de Amax N0 visivel com
valores abaixo de 520 nm. Somando-se a esse resultado os dados obtidos no modo EM/EM no
CLUE-EM-QTOF (ESI*), onde todos os fragmentos apresentam uma m/z 287, conclui-se que
todas as antocianinas analisadas sdo derivadas de cianidinas.

Os espectros de absorcédo ainda serviram como ferramenta para acrescentar a informacao
sobre 0 numero de substituicdo glicosidica, assim como sua posicdo na estrutura da
antocianidina. Todos os valores calculados da razéo Eso/E A vis-max, apresentaram taxa acima de
28%, indicam, portanto, que todas as antocianinas apresentam apenas glicosilagdo no carbono
3 do anel piridinico. Pois, uma razdo (Eso/E A vismax) com valor de 15-24% indicaria a
ocorréncia de uma di-substituicdo na estrutura da antocianidina (DYRBY, WESTERGAARD
e STAPELFELDT, 2001; ARAPITSAS, SJOBERG e TURNER, 2008; SUN, LIN e CHEN,
2013).

De acordo com os dados, sugere-se para a substancias equivalentes ao pico 1 da cebola
roxa e pico 2 da framboesa a antocianina cianidina-3-O-glicosideo. E, para as substancias
equivalentes ao pico 2 da cebola roxa e pico 1 da framboesa, a antocianina cianidina-3-O-
diglicosideo.

A escolha dessas duas matrizes também se fez devido a presenca em comum da
antocianina cianidina-3-O-glicosideo. Essa antocianina serviu como marcador da ordem de
eluicdo. Convém ressaltar que a ordem de eluicdo em sistema de fase reversa, parametro
baseado pela hidrofobicidade da molécula, esta diretamente relacionado ao grau de
substituicbes e natureza dos aclUcares presentes na estrutura deste pigmento
(CHAOVANALIKIT, THOMPSON e WROLSTAD, 2004).

As duas cianidinas-3-O- diglicosiladas (pico 2 do extrato da cebola roxa e o pico 1 do
extrato da framboesa vermelha) apresentaram, portanto, 0 mesmo valor de m/z tanto do ion
molecular como do seu fragmento. Possuem também o mesmo comportamento de liberacao da
massa neutra (324 Da), apds aplicacdo de variadas energias de colisdo (4- 16 V), mostrando
somente a liberacdo do fragmento correspondente a sua antocianidina, no caso a cianidina.

Nesse caso, para as duas matrizes o tempo de retencdo da antocianina cianidina-3-O-
glicosideo foi um marco para diferenciar o tipo de acucar (diglicosideo) que compde a
antocianina que elui com valor inferior ou superior ao seu tempo de retencdo, j& que as duas
antocianinas diglicosiladas eluem em tempo de retengéo diferentes.

Todos os dados obtidos por este estudo foram consistentes com os dados observados em
trabalhos publicados anteriormente (WU e PRIOR, 2005a b, STEIMER e SJOBRG, 2011).
Sendo assim, baseado na literatura, se p6de identificar a antocianina da substancia equivalente
ao pico 1 do extrato da framboesa vermelha como cianidina-3-O-soforosideo e a antocianina
equivalente ao pico 2 da cebola roxa como cianidina-3-O-laminaribiosideo (Tabela 20).
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Tabela 20: Identificacdo das substancias relativas aos picos 1 e 2 dos cromatogramas da cebola
roxa e framboesa (Figura 80).

. tr UV-vis
Pico .
(min) (nm)

Antocianina

6,3 275,9/516,5
7,2 279,5/512,8

52  279,2/514,2
2 6,3 281,9/516,5

E440/E 1 vis-max [(M]* EM/EM
(%) (m/2) (m/2)
Cebola roxa (Allium cepa L.)

34 449,1397 287,0825
35 611,1539 287,0586

Framboesa vermelha (Rubus idaeus L.)
33 611,1849 287,0586
31 449,1207 287,0525

cianidina-3-O-glicosideo
cianidina-3-O-laminaribiosideo

cianidina-3-O-soforosideo
cianidina-3-O-glicosideo

A diferenca do tempo de retengdo das duas antocianinas, cianidina-3-O-soforosideo e
cianidina-3-O-laminaribinosideo, ocorre devido a diferentes ligacdes entre as duas glicoses. No
caso do carboidrato soforosideo, as duas moléculas de glicose estao ligadas entre si por ligacGes
glicosidicas no carbono n21 de uma das moléculas de glicose e 0 n® 2 da outra molécula de
glicose (O-p-D-glicopiranosil (2-1)-D-glicopiranose). No carboidrato lamirabiose, a ligacdo
glicosidica é entre o carbono n®1 de uma das moléculas de glicose e 0 n® 3 da outra molécula
de glicose (O-p-D-glicopiranosil (3-1)-D-glicopiranose) (Figura 82).

A presenca da antocianina cianidina-3-O-soforosideo ja foi identificada e isolada pelo
presente estudo no pericarpo do mangostin. Sendo assim, a matriz framboesa vermelha ficara
como outra opcdo para obtencéo desta substancia.

Figura 82: Estruturas das antocianinas: A) cianidina-3-O-soforosideo e B) cianidina-3-O-laminaribiosideo.
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J& a substancia encontrada na cebola roxa, cianidina-3-O-lamirabinosideo, ainda néo
havia sido isolada pelo presente estudo. Além disso, essa matriz apresenta-se como étima
opcao para obtencédo desta substancia, devido a sua significante concentracdo na matriz. Esse
fato associado a sua 6tima resolucdo cromatogréafica, torna possivel concentrar mais o extrato
permitindo a obtencdo, da cianidina-3-O-laminaribiosideo pura, com menor nimero de
injecdes.

Alface roxa (Lactuca sativa L.) e repolho roxo (Brassica oleracea L.)

As matrizes alface e repolho, ambos do grupo das variedades roxa, foram estudados
com o objetivo de ampliar aquisicdo de novos derivados da antocianidina cianidina.

Trabalhos anteriormente publicados identificaram no perfil antocianico do repolho
roxo, de 15 a 36 antocianinas (DYRBY, WESTERGAARD e STAPELFELDT, 2001; WU e
PRIOR, 2005b; CHARRON et al.,2007; ARAPITSAS, SIOBERG e TURNER, 2008;
AHMADIANI et al., 2014). As caracterizacdes revelaram que a matriz traz a particularidade
de apresentar, em geral, a antocianidina “cianidina” ligada a grande variedade de substituintes.
Dentre essas antocianinas, a cianidina di-substituida e diglicosilada, apresentando um teor
acima de 80%, em relacdo aos outros pigmentos presentes, se mostrou interessante para o
presente estudo.

A andlise realizada por CLAE/DAD (a 520 nm) no extrato de repolho roxo liofilizado,
apresentou um cromatograma onde se observou 14 picos (Figura 83). Apenas a substancia
mais abundante, pico 1, teve seu espectro na regido UV-Vismax analisado.

O isolamento do pico 1, o qual a substancia equivalente foi recolhida ao final do detetor
(CLAE/DAD), possibilitou o estudo dessa substancia, agora no CLUE-EM-QTOF (ESI*) em
modo EM/EM (Figura 84).
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Figura 83: Cromatograma do extrato metan6lico do repolho roxo extraido utilizando a metodologia Il de
analise no CLAE/DAD a 520nm. Espectro de absor¢do no UV-Vismax da substancia equivalente ao pico 1.

A analise realizada por insercdo direta no espectrdmetro de massa acurada (EM-
QTOF- ESI*), apresentou em modo EM/EM, quando aplicadas energias de colisdo de 4, 8 e
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16 eV, em geral a presenca dos ions: molecular a m/z 773,2136 e seus fragmentos a m/z:
611,1563; 449,1050 e; 287,0574. Todos os ions fragmentos indicam a perda de uma hexose
(162 Da) (Figura 84).

O valor encontrado no visivel para 0 A max de 512,8 nm associado ao ion fragmento
287,0574, caracterizou presenca da antocianidina cianidina na molécula.

O espectro de absorcao serviu como ferramenta para acrescentar a informacéo sobre o
namero de substituicdo glicosidica, assim como sua posi¢ao na estrutura da antocianidina. O
valor calculado da razdo Easo/E A vis-max, apresentou taxa de 19%, indicando, portanto, que a
antocianina apresenta glicosilagdo no carbono 3 do anel piridinico e no carbono 5 do anel A,
jaque arazao (Easo/E A vis-max) com valor de 15-24% indica a ocorréncia de uma di-substituicéo
na estrutura da antocianidina (DYRBY, WESTERGAARD e STAPELFELDT, 2001;
ARAPITSAS, SJOBERG e TURNER, 2008).

Em relacdo as massas acuradas extraidas no EM-QTOF (ESI+), as intensidades dos
ions apresentados mostraram relacdo massa carga diferentes quando submetidos a diferentes
energias de colisdo (Tabela 21).

Tabela 21: Intensidade dos ions no EM-QTOF (ESI+), quando o ion molecular 773 filtrado é
submetido a energia de colisdo de 4, 8 e 16 eV.

Massa Exata Energia de colisédo

(miz) (eV) Intensidade
%
[M*]=773,2239 100
EM/EM=611,1744 4 13,79
EM/EM=449,1440 24,14
EM/EM=287,0574 0
[M*]=773,2136 100
EM/EM=611,1563 10
EM/EM=449,1050 8 33,3
EM/EM=287,0574 10
[M*]=773,2239 0
EM/EM=611,1653 16 30,45
EM/EM=449,1206 1,39
EM/EM=287,0574 100

Através do padrdo de fragmentacdo, pode-se observar que a saida de massa neutra
relativa a 342 Da seria rota preferencial em relagdo a saida de 162 Da. Isso pode ser explicado
pela alta percentagem do ion fragmento a m/z 449,1050, ap6s perda de massa neutra de 324
Da (referente a duas hexoses), em relacdo ao ion fragmento a m/z 611,1563, apds perda de
162 Da (referente a saida de uma hexose) (Figura 84).

De acordo com estudos anteriores, essa antocianina é diglicosilada no carbono 3 e
monoglicosilada no carbono 5, sempre com o acgucar glicose, pois foi o Unico carboidrato
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encontrado nesta matriz (WU e PRIOR, 2005b; CHARRON et al.,2007; AHMADIANI et al.,
2014).

O carboidrato soforosideo foi proposto por alguns autores para a identificacdo do
diglicosideo (DYRBY, WESTERGAARD e STAPELFELDT, 2001; ARAPITSAS,
SJOBERG e TURNER, 2008).

Isto justificaria a preferéncia da retirada de massa neutra de 324 Da, pois, como ja
observado anteriormente nesse estudo, o dissacarideo soforosideo é retirado da estrutura da
antocianidina sem que ocorra a quebra na ligacao glicosidica entre os dois monossacarideos,
mesmo sendo submetido a altas energias de colisdo no EM. Provavelmente, por causa da
grande estabilidade da ligacdo glicosidica entre as duas glicoses.

A energia de colisdo incidiria sobre a molécula de antocianina, liberando assim a massa
neutra de 324 Da com preferéncia. Em seguida retiraria 0 monossacarideo do carbono 5,
liberando a antocianindina (m/z 287).
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Figura 84: Espectro de massa acurada em modo EM/EM no EM-QTOF (ESI*), ap6s energia de colisdo de 8
eV, da substancia equivalente ao pico 1 da Figura 83 e, rota de fragmentacéo proposta.

A presenca do soforosideo pode ser sugerida também pelo tempo de retengdo. Como
ja foi observado por este estudo, o dissacarideo soforosideo atribui a molécula da antocianina
um ganho de polaridade em relagéo a antocianina monoglicosilada. Deslocando, portanto, seu
tempo de retencdo para um tempo inferior ao observado para a mesma antocianidina associada
a apenas uma glicose (cianidina-3-O-glicosideo). O contrario foi observado em relacdo ao
dissacarideo laminaribiosideo, que apresenta tempo de retencdo superior ao da cianidina-3-O-
glicosideo.

Em relacdo a substancia isolada do extrato do repolho, a molécula ainda possui outra
unidade de glicose ligada ao carbono 5 do anel A. Justificando o deslocamento ainda maior
no tempo de retencdo conferido a substancia em questdo, pois, 0 agucar extra confere um
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incremento na polaridade da molécula em relagdo aos outros derivados, que possuem menor
namero de glicose na estrutura molecular.

A matriz alface roxa apresentou um perfil antocianico, no cromatograma extraido do
CLAE/DAD, com quatro picos apresentando uma excelente resolucdo entre eles. Todos 0s
espectros na regido do UV-Vismax mostraram duas bandas caracteristicas de antocianinas
(Figura 85). Apenas as substancias referentes aos picos 1 e 3 foram isoladas apds separacédo
cromatogréficas e analisadas no EM-QTOF (ESI*).

A analise em modo EM/EM (EM-QTOF (ESI*) realizada por insercdo direta,
apresentou para a substancia equivalente ao pico 1 o ion molecular am/z 449,1103 e fragmento
am/z 287,0517. A presenca do ion fragmento associada ao comprimento de onda na regido do
visivel 515,3 nm, confirmou a presenca da antocianina cianidina. A hexose (162 Da) liberada
confirma ser uma glicose pelo tempo de retencdo (tr= 6,3 min).

A substancia equivalente ao pico 3, apresentou ion molecular a m/z 535,1393 e
fragmentos a m/z 449,1397 e 287,0763, indicando a perda de massa neutra no total 242 Da
(86 Da+162 Da).

Na literatura sdo poucos os trabalhos relatando a caracterizacdo de antocianinas na
alface roxa. Mas, os poucos trabalhos existentes apresentam a matriz da alface roxa com perfil
cromatografico simples, até quatro substancias, onde, em geral, a substancia equivalente ao
pico 3 apresenta-se como majoritaria (YAMAGUICHI et al., 1996; WU E PRIOR, 2005b;
PARK et al., 2008).

Outra particularidade da matriz é a presenca marcante de derivados da cianidina. Park
e colaboradores (2008) ao estudarem a biossintese de antocianinas em 20 variedades
transgénicas de alface roxa, observaram a predominancia de cianidinas e alguns tragos de
delfinidina.

O padréo de fragmentacédo apresentado no EM/EM por esse estudo, revela a perda de
uma massa neutra de 86 Da (acido malénico, C3H203), liberando o fragmento a m/z 449,1397.
O fragmento a m/z 287,0763 € liberado quando ocorre a perda da massa neutra de 162 Da
(hexose) (Figura 86), identificada como glicose, pois ha prevaléncia deste aglcar na matriz.

As duas substancias isoladas apresentam-se como majoritérias (pico 1 e 3) no
cromatograma (Figura 85). Yamaguichi e colaboradores (1996) também observaram as duas
antocianinas como majoritarias na matriz analisada e as identificaram como cianidina-3-O-
glicosideo e cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo).

Wau e Prior (2005b) também identificaram a majoritaria na matriz da alface roxa como
cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo). A identificacéo foi realizada através da comparagao do
tr e dados obtidos no EM e na literatura.

Dessa forma, apos analise dos dados obtidos, principalmente no EM/EM este estudo
indica as antocianinas equivalente ao pico 1 e 3 do extrato da alface roxa como cianidina-3-
O-glicosideo e cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo), confirmando a presenga dessas duas
substancias, na matriz de alface roxa analisada.

Esse fato, ratifica a presenca dessas duas substancias na matriz de alface roxa apesar
dos estudos serem realizados em épocas, continentes e variedades diferentes. Pesquisadores
sempre relataram a presencga da majoritéria cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo) ¢ a presenga
da cianidina-3-O-glicosideo nas matrizes, apresentando variacdo somente nas concentracoes
guando comparado os estudos (YAMAGUICHI et al., 1996; WU E PRIOR, 2005b; PARK et
al., 2008).

No que diz respeito as antocianinas na matriz de repolho roxo, conclui-se que a matriz
sempre apresenta um mesmo padrdo de perfil antocianico, prevalecendo a substancia
cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo) com maior teor entre as substancias encontradas, nao
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importando a variedade ou lugar de procedéncia. Isso a torna uma excelente fonte de aquisicdo
da substancia cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo). Pois, apesar desta substancia ja ter sido
encontrada em outras matrizes como cebola roxa e amora (WU e PRIOR, 2005a, b;
FERREIRA, ROSSO e MERCADANTE, 2010), a concentra¢do era muito baixa, sendo
algumas vezes, dependendo da variedade dessas matrizes, até insignificante.

N —————
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,
Minutes
N
Pico 1 /o Pico 2
2795
2795 / '
N \ N 5177
/o [\ “
[\ N
/o / / //”
S P \ \ \
7~ \ \
107 \ T / \
— \ — \
AN N
S0 30000 | 35000 40000 45000 50000 55000 000 30000 35000 40000 45000 50000 55000
Pico 3 Pico 4 511,6
518,9
280,7 N 279,5 / \
2428 /N / \ /
‘|/ / \ / \\ ) / \ // \
' \ / \ | \ \
i \ ,/ \J/ \‘\ / \
(M | 3623 / \ - \
\V\‘U\* \__~ \\\ /// \ \ 3307 A//,// \
e \ N A\
S~~~ \\\ \\
T T T S B e T B ——
250,00 300,00 350,00 400,00 450,00 500,00 550,00 300,00 400,00 500,00
nm nm

Figura 85: Cromatograma do extrato metanolico da alface roxa extraido no CLAE/DAD a 520nm, utilizando a
metodologia Il de analise. Espectros de absorcdo no UV-Visms relativo as substancias equivalentes aos picos
delad.
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Os tempos de retencdo observados durante o presente estudo, relativo aos
cromatogramas (CLAE/DAD) de cinco antocianinas com diferentes substituintes compostos
pelo agucar glicose, foram comparados e encontram-se na Tabela 22.

Tabela 22: Tempo de retengdo no CLAE/DAD, no gradiente da metodologia I, de derivados
de cianidinas do extrato do repolho roxo.

Antocianina R
Cianidina-3-O-soforosideo-5-O-glicosideo 3,5
Cianidina-3,5-di-O-glicosideo 38
Cianidina-3-O-soforosideo 5,2
Cianidina-3-O-glicosideo 6,3
Cianidina-3-O-laminaribiosideo 7,2
Cianidina-3-O-rutenosideo 7,2
Cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo) 12,3

[M']
m/z = 535,1393

m/z =449,1397

Glicose

Acido maldnico (162 Da)

(86 Da)

Figura 86: Estrutura da antocianidina cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo), indicando a massa acurada de
seus fragmentos, apo6s perda de massa neutra 86 Da e 162 Da.

Os estudos das substancias cianidina-3-O-soforosideo-5-O-glicosideo e cianidina-3-
O- (6”malonilglicosideo), foram de grande ajuda no entendimento em relacdo ao
comportamento de hidrofobicidade durante o gradiente da metodologia, desenvolvida no
presente trabalho (Tabela 22). Além disso, tornaram possiveis a aquisicao dessas substancias
purificadas para uso como padrao de referéncia.

As matrizes também acrescentaram uma riqueza de informacdes sobre a rota de
fragmentacdo quando submetida a determinadas energias de colisao.
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Fruto da amendoeira (Terminalia catappa L.)

O cromatograma obtido na analise por CLAE/DAD (520 nm) do extrato do fruto da
amendoeira (Figura 87), revelou a presenca de trés picos que foram, a principio, identificados
como antocianinas devido a presenca dos espectros de absor¢do na regido do UV-ViSmax (Amax
280 e 520 nm), caracteristicos desse pigmento.

A analise por EM/EM apresentou para o pico (1) ion molecular a m/z 465,1096 e
fragmento a m/z 303,0590 apds a perda de uma hexose (162 Da), pico (2) ion molecular a m/z
449,1083 e fragmento a m/z 287,0556 apos a perda de uma hexose (162 Da) e pico (3) ion
molecular a m/z 433,1123 e fragmento a m/z 271,0596 apos a perda de uma hexose (162 Da)
(Figura 88).

Os dados no EM/EM dos ions fragmentos a m/z: 303,0590; 287,0556 e 271,0596, ap6s
a quebra da ligacdo glicosidica e liberagdo do agucar substituinte (162 Da), somados aos
resultados dos espectros de absorcdo (Figura 87), indicam os trés picos como: delfinidina-3-
O-glucosideo (tr 4,2 minutos) compreendendo a delfinidina (303,0590) e a hexose (162 Da);
cianidina-3-O-glucosideo (tr 5,8 minutos) compreendendo a cianidina (287,0556) e a hexose
(162 Da); pelargonidina-3-O-glucosideo (tr 7,8 minutos) compreendendo a pelargonidina
(271,0596) e a hexose (162 Da).
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Figura 87: Cromatograma do extrato do fruto da amendoeira, CLAE/DAD (520 nm), e 0s espectros de
absorcdo na regido do UV-ViSmax.
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Figura 88: Espectros de massa em modo EM/EM, obtidos no EM QTOF (ESI*), das substéncias obtidas a
partir do extrato do fruto da amendoeira: picos (1); (2); (3), respectivamente.

A presenca da glicose como o glicosideo nas antocianinas foi baseada no tr de cada
antocianina. O pico (1) e (3) tiveram seus tr comparados ao tr da delfinidina-3-O-glicosideo
presente no extrato da casca da berinjela (WU e PRIOR, 2005b) e, pelargonidina-3-O-
glicosideo presente no extrato de morango (SILVA et al., 2005), respectivamente, quando 0s
extratos foram submetidos as mesmas condicOes de analise utilizada para o extrato do fruto
da améndoa.

A eluicdo no mesmo tempo de retencdo indica que o pico (1) é uma delfinidina-O-
glicosideo e o pico (3) a pelargonidina-3-O-glicosideo. Para o pico (2) o padrdo isolado
proveniente do fruto do acai (cianidina-3-O-glicosideo) foi utilizado na confirmacdo da
identificacdo da substancia equivalente a esse pico como cianidina-3-O-glicosideo.

As andlises realizadas por CLAE/DAD (520 nm) nas trés partes do fruto, puderam
comprovar que ndo héa alteracdo no perfil cromatografico das antocianinas (Figura 90), mas
sim na sua concentragdo nessas partes do fruto.

A parte que apresenta visualmente pigmentacdo mais intensa, a parte mais fibrosa que
envolve o caroco, apresentou uma concentracdo maior deste pigmento. Isso pode ser
evidenciado pelas areas dos picos (Tabela 23), o fruto possui 53%, 73% e 100% desse
pigmento na casca (C), polpa (P) e polpa fibrosa (PF), respectivamente, a variagdo da
concentracdo segue a ordem: PF> C>P.
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Figura 89: Fruto da amendoeira (Terminalia catappa L.) - C (casca); P (Polpa); PF (Parte Fibrosa).

Tabela 23: Massas e areas observadas nos extratos do fruto amendoeira analisados por
CLAE/DAD.

Area*
Amostras Massa*  Pico 2
Améndoa C 0,2505 971506
Améndoa P 0,2105 476643
Améndoa PF 0,2353 1978326

*média

Ao inicio deste estudo haviam disponiveis na literatura poucos relatos sobre o perfil
antocianico do fruto da Terminalia catappa L. Relatos sobre pigmentos, em geral, eram
referentes as folhas (LOPEZ-HERNANDEZ et al., 2001.), parte da T. catappa mais
estudada na planta (CHYAUA et al.,2002; KO, WENG e CHIOU, 2002).

Nagappa e colaboradores (2003) estudaram in vitro a atividade antidiabética dos frutos
da Terminalia catappa L de origem indiana em células pancreéticas e, relatam em seu trabalho
a identificacdo somente da cianidina-3-O-glicosideo.

Posteriormente a caracterizacdo do perfil antocianico realizado pelo presente estudo,
Pinto Junior e colaboradores (2011) apresentaram um trabalho caracterizando a presenga de
outras antocianinas no fruto (T. catappa), confirmando a identificacdo realizada nesse estudo.

Esta matriz por ser considerada de facil acesso, pois, pode ser encontrada em varias
regides de clima tropical, em particular o Brasil, como arvore escolhida para a ornamentacdes
de pracas publicas e regides praianas.

A analise do extrato do fruto da Terminalia catappa, revelou um cromatograma
(CLAE) com a presenga de um pico majoritario, cianidina-3-O-glicosideo, que apresenta uma
pureza de 99% a 520 nm (Tabela 24).

Sendo assim, o presente estudo classifica a matriz do fruto da Terminalia catappa
como potencial fonte da antocianina cianidina-3-O-glicosideo.
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Figura 90: Cromatogramas representando o perfil dos extratos metandlicos obtidos da Casca, Polpa e Polpa
Fibrosa do fruto da amendoeira (Terminalia catappa L.).

Tabela 24: Apresenta as antocianinas identificadas no perfil cromatografico e suas
concentragfes na amostra.

Areado  Area

Pico tr Antocianina [M™] EM/EM Pico (%)
1 4,2  Delfinidina-3-O-glicosideo 465,1036  303,0590 12251 0,65
2 5,8 Cianidina-3-O-glicosideo 449,1083  287,0556 1862297 99,01
3 7,8 Pelargonidina-3-O-glicosideo  433,1123  271,0596 6380 0,34

As analises realizadas para identificacBes das antocianinas, nos extratos das matrizes
(liofilizadas) amora-silvestre, flor do Ipé roxo e flor do Jambeiro vermelho. Nos extratos das
cascas (liofilizadas) da manga (cv. Tommy), ameixa vermelha, jambo vermelho, jabuticaba
(cv. P. grandifolia) e pera vermelha. Nos extratos da casca da soja-preta, da polpa da roma,
das pétalas das flores, da romazeira, da Erythrina e do Hibisco (salméo), no extrato das
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bracteas vermelha da planta Bico de Papagaio e na espata da flor de estrelicia ou ave-do-
paraiso (Strelitzia reginae), foram realizadas com objetivo de complementar o estudo com
outras fontes para aquisi¢do de antocianinas.

Os cromatogramas obtidos das analises realizadas no CLAE/DAD (520 nm)
encontram-se na Figuras de 91 a 94, assim como, os resultados gerados para cada matriz sobre
as antocianinas estdo dispostos no Quadro 1.

As identificacGes dos pigmentos (Quadro 1) foram realizadas através de comparacdes:
do tempo de retencédo; espectro de absor¢do UV-Vismax; dados espectrais, massa acurada,
obtidos no EM-QTOF (ESI*), com os resultados ja obtidos no presente estudo.
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Figura 91: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD a 520 nm das matrizes: A) ameixa vermelha; B) jambo
vermelho; C) amora silvestre; D) Jabuticaba (cv. Plinia grandifolia). ldentificagdo das substancias numeradas,
Quadro 1.
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Figura 92: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes: E) Pera casca vermelha; F)

Manga cv. Tommy G) Soja casca preta; H) Fruto da romdzeira; I) Flor do jambeiro. Identificacéo das
substancias numeradas, Quadro 1.
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Figura 93: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes: J) Bracteas vermelha da planta
Bico de Papagaio; L) Flor da Erythrina; M) Flor do Ipé roxo; N) Flor do Hibiscos. Identificacdo das
substancias numeradas na Quadro 1.
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Figura 94: Cromatogramas extraido no CLAE/DAD A 520 nm das matrizes: O) Flor da romazeira; P) Esparta
da Flor Ave do Paraiso. Identificagdo das substancias humeradas na Quadro 1.

Quadro 1: Dados obtidos nas analises: CLAE/DAD e EM-QTOF (ESI*), EM/EM. Picos
numerados conforme cromatogramas das Figuras 91 até 94.

tr/
. . MT* EM/EM L.
Matriz Pico | AMmm)* |CLAE [M] Antocianina
. (m/z) (m/z)
(min)
1 279/516 6,3 449,1057 287,0508 Cy-3-0-glicosideo
Ameixa Vermelha
2 279/517 73 595,1279 449,1025/287,0507 Cy-3-O-ruteosideo
1 277/512 39 611,1761 | 449,1061/287,0676 | Cy-3,5-di-O-glicosideo
Jambo Vermelho*
2 279/515 6,2 449,1089 287,0675 Cy-3-O-glicosideo
_ 1 276/521 6,2 449,1004 287,0407 Cy-3-O-glicosideo
Amora Silvestre i
2 279/515 73 505,1285 | 449,1025/287,0407 Cy-3-O-ruteosideo
Jabuticaba* 1 276/521 43 465,1081 303,0609 Dp-3-O -glicosideo
(P.grandifolia) 2 279/515 65 449,1004 287,0407 Cy-3-O-glicosideo
1 278/515 5,9 449,1157 287,0586 Cy-3-O-galactosideo
Péra casca Vermelha*
2 279/516 8,9 463,1250 301,0708 Pn-3-O-galactosideo
1 278/516 53 449,1057 287,0582 Cy-3-O-galactosideo
Manga Tommy™*
2 279/516 10,4 463,1250 301,0740 Pn-3-O-glicosideo
1 279/515 5,4 449,1489 287,0570 Cy-3-O-galactosideo
Soja Preta .
2 278/516 6,3 449,1081 287,0555 Cy-3-0-glicosideo

a Solvente Fase mével da analise cromatografica (acido formico 5% e acetonitrila)

*Perfil identificado pela primeira vez.
Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina e Mv= Malvidina
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Quadro 1: Dados obtidos nas analises: CLAE/DAD e EM-QTOF (ESI*), EM/EM. Picos
numerados conforme cromatogramas das Figuras 91 a 94 (Continuacao).

tr/
. . M]* EM/EM .
Matriz Pico | AMnm)? |CLAE [M] Antocianina
. (m/z) (m/z)
(min)
1 279/521 2,9 627,1621 | 465,1116/303,0590 | Dp-3,5-di-O-glicosideo
2 279/512 4,1 611,1563 | 449,1050/2870574 | Cy-3,5-di-O-glicosideo
3 279/521 4,5 465,1081 303,0609 Dp-3-O -glicosideo
Fruto da romazeira
4 271/433/501 5,4 595,1020 | 433,1212/271,0505 | Pg-3,5-di-O-glicosideo
5 279/514 6,3 449,1067 287,0535 Cy-3-O-glicosideo
6 267/431/501 8,3 433,0941 271,0562 Pg-3-O-glicosideo
1 276/520 1,92 627,1621 | 465,1036/303,0526 | Dp-3,5-O-diglicosideo
2 277/511 2,9 611,1563 | 449,1050/2870574 | Cy-3,5-O-diglicosideo
Flor do Jambeiro 3 271/520 37 641,1682 | 479,1280/317,0630 | Pt-3,5-O-diglicosideo
vermelho*
4 277/512 5,2 6251764 | 463,1251/301,0797 | Pn-3,5-O-diglicosideo
5 274/524 6,1 655,1693 | 493,1241/331,0825 | Mv-3,5-O-diglicosideo
1 279/515 53 449,1057 287,0573 Cy-3-0O-galactosideo
2 279/516 6,0 449,1057 287,0635 Cy-3-O-glicosideo
Bracteas da planta Bicode | 4 279/517 7,0 5051379 | 449,1057/287,0573 |  Cy-3-O-ruteosideo
Papagaio
4 277/430/501 8,1 433,0941 271,0562 Pg-3-O-glicosideo
5 277/430/501 9,4 579,1537 433,1171/271,0623 Pg-3-O-ruteosideo
1 279/515 51 611,1653 287,0574 Cy-3-O-soforosideo
2 279/516 6,4 449,1284 287,0698 Cy-3-O-glicosideo
Flor Erythrina*
3 268/427/503 7,0 595,1691 271,0541 Pg-3-O-soforosideo
4 277/430/501 8,2 433,1341 271,0323 Pg-3-O-glicosideo
Flor do Ipé Roxo* 1 279/515 6,3 449,1081 287,0555 Cy-3-O-glicosideo
2 279/517 73 595,1279 287,0507 Cy-3-O-ruteosideo
Flor do Hibiscos* 1 279/516 5,1 611.1688 287,0571 Cy-3-0-soforosideo
1 274/512 4,2 611,1508 | 449,1061/287,0576 | Cy-3,5-di-O-glicosideo
Flor da Romézeira 2 270/432/501 55 595,1020 | 433,1212/271,0505 | Pg-3,5-O-diglicosideo
3 279/516 6,2 449,1067 287,0535 Cy-3-O-glicosideo
4 267/431/501 8,4 433,1156 271,0610 Pg-3-0O-glicosideo
Flor Ave do Paraiso* 1 278/521 4,3 465,0878 303,0462 Dp-3-O-glicosideo
(estrelitzia) 2 277/525 48 611,1381 | 465,0957/303,0526 | Dp-3-O-rutenosideo

a Solvente Fase movel da analise cromatografica (acido formico 5%: 10% e acetonitrila).

*Perfil identificado pela primeira vez.
Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina e Mv= Malvidina

Os extratos das cascas: ameixa vermelha, jambo vermelho; jabuticaba e soja de casca
preta, assim como o extrato obtido da polpa da amora silvestre, revelaram ser excelentes fontes
da antocianina cianidina-3-O-glicosideo. Ao mesmo tempo, as matrizes da amora silvestre e
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ameixa de casca vermelha, podem fornecer a antocianina cianidina-3-O-rutenosideo e, e da
jabuticaba (P. grandifolia) a antocianina delfinidina-3-O-glicosideo.

Casca do jambo vermelho e da soja, apresentaram grande pureza no comprimento de
onda a 520 nm, 96 e 97%, respectivamente. Tornando essas matrizes excelentes fontes para
coleta dessas substancias sem que ocorra a contaminacdo com outros analitos nesse
comprimento. A titulo de exemplificacdo pode-se observar o APENDICE B para a
identificacdo da majoritaria do extrato da casca do jambo vermelho.

Os extratos das cascas da péra vermelha e manga (Tommy), apresentaram duas
substancias majoritarias, tornando as duas matrizes boas fontes da antocianina cianidina-3-O-
glactosideo, ja identificada anteriormente por este estudo na matriz da casca da maca.

A segunda antocianina, nas duas matrizes, o tempo de retencdo foi a ferramenta
utilizada para diferenciar o tipo de agucar substituinte. Pois, tanto os dados do Amax do visivel
como o ion molecular e seu fragmento, para as substancias das duas matrizes, apresentaram
valores iguais.

Ao comparar o tempo de retencdo das duas substancias, nas duas matrizes em questéo,
se pode concluir que a substancia da matriz da casca da pera elui em tempo de retencao inferior
ao da casca da manga (Quadro 1).

Sendo assim, baseada na hidrofobicidade ja elucidada para a metodologia utilizada, a
antocianina da matriz da casca de pera vermelha foi indicada como sendo a peonidina-3-O-
galactosideo e a da matriz da casca da manga sendo a peonidina-3-O-glicosideo. Este fato foi
confirmado quando se comparou o tr (10,4 min) da substancia do extrato da casca da manga
com tr (10,3 min) da antocianina peonidina 3-O-glicosideo do extrato do epicarpo da uva
preta do Chile, ja anteriormente identificada por este estudo.

O extrato da roma apresentou em seu perfil trés tipos de antocianidinas (delfinidina;
cianidina e pelargonidina) todas ligadas a apenas um tipo de monossacarideo, a glicose. A
analise no EM/EM, revelou cada antocianidina estando mono e dissubstituidas (carbono 3 e 5
da estrutura) a esse acglcar (SANTIAGO et al., 2014).

Este estudo também comprovou que as flores podem ser uma excelente fonte de
antocianinas, além das antocianinas obtidas de outras partes dos vegetais.

As matrizes de flores estudadas, revelaram que poderdo fornecer desde antocianinas
monoglicosiladas  (mono e  dissubistituidas) até antocianinas  diglicosiladas
(monossubstituida).

Além do jambeiro apresentar seus frutos como excelente provedor da antocianina
cianidina-3-O-glicosideo, apresentando alta concentragcdo desta substancia, as suas flores
também foram consideradas boas fontes de antocianinas

Ao contrario do fruto, apresentam um perfil antocianico mais diversificado. Foram
identificadas, pelo presente estudo, em seu perfil, cinco das seis antocianidinas mais comuns
em alimentos (delfinidina, cianidina, petunidina, peonidina e malvidina). Todas
dissubistituidas, com o monossacarideo glicose, nos carbonos 3 e 5 da estrutura da
antocianidina. O que faz dessa matriz uma excelente fonte dessas cinco substancias em uma
Unica amostra, pois, toda a coletas as cinco antocianidinas apresentam no perfil boa
concentragéo.

O Unico problema seria concentrar a amostra com a finalidade de diminuir o nimero
de injecdes para a coleta, das substancias isoladas, de forma satisfatoria. As antocianinas
dissubistituidas, apresentam a particularidade de alargamento na base do pico em relacéo as
monoglicosiladas. Como elas eluem com tempo de retencdo proximos, isso fard com que
ocorra perda de resolucéo entre os picos, prejudicando a pureza final da substancia isolada.
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Sendo assim recomenda-se um limite para essa concentracao, que permita a coleta das
substancias sem interferir na sua pureza final (Figura 95).
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Figura 95: Cromatograma do perfil da matriz da flor do Jambeiro, mostrando um limite usado para
recolhimento nas amostras que proporcione pureza adequada nas substancias isoladas.

Neste estudo das antocianinas oriundas de flores, destacam-se as matrizes de flor do
Ipé e do Hibisco. Cada uma apresentou alto teor de uma antocianina majoritaria em seus perfis
antocianicos, que foram identificadas pelo presente estudo como cianidina-3-O-rutenosideo
(93%) e cianidina-3-O-soforosideo (84%), respectivamente. Portanto, serdo excelentes fontes
provedoras destes pigmentos.

A flor da romézeira apresenta uma antocianina majoritaria, a pelargonidina-3,5-di —
O- glicosideo. Essa substancia esta presente em baixa concentracdo em matrizes de origem
alimenticia como o proprio fruto da romazeira (roma).

Além disso, sdo raros os padrées comercias de derivados de pelargonidina, existindo
apenas para venda o cloreto de pelargonidina. 1sso pode ser justificado através da baixa
estabilidade dessa substancia, mesmo em meio acidificado. Sendo assim, uma matriz de facil
acesso poderia ajudar a contornar essa dificuldade.

Seguindo 0 mesmo raciocinio da escassez no mercado de padrBes comerciais de
derivados de pelargonidina. As matrizes das bracteas da planta de Bico de Papagaio e pétalas
das flores da Erythrina, mostraram em seus perfis antocianico, duas antocianinas derivadas da
pelargonidina.

No perfil antocianico do extrato da pétala da flor do Bico de Papagaio foram
identificadas a pelargonidina-3-O-glicosideo e a pelargonidina-3-O-rutenosideo e no perfil
antocianico do extrato da pétala da flor da Erythrina, as antocianinas pelargonidina-3-O-
soforosideo e a pelargonidina-3-O-glicosideo.

Em destaque a antocianina pelargonidina-3-O-diglicosideo, sugerida como
soforosideo pelo presente estudo. Sendo, portanto, a identificacdo do dissacarideo baseada no
seu comportamento hidrofébico e fragmentagdo ocorrida no EM/EM.

O estudo, realizado com outras matrizes neste presente estudo, as quais foram
identificados os dissacarideos soforosideo e laminarabiosideo ligados a cianidina. Assim
como, o entendimento da rota de fragmentacdo do ion molecular no modo EM/EM, extraidos
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no EM-QTOF (ESI*) dessas substancias. Proporcionaram ganho de conhecimento, que
possibilita fundamentar a indicacdo do acucar como soforosideo na antocianina em questao.

Foi visto que a antocianidina monossubstituida diglicosiladas (3-O-soforosideo),
apresenta tempo de retencdo inferior a sua correspondente monoglicosilada (3-O-glicosideo).
No caso da matriz da pétala da flor da Erythrina, as antocianinas pelargonidina-3-O-
diglicosideo possui tempo de retencédo inferior ao da pelargonidina-3-O-glicosideo. Esse fato
associado aos dados obtidos no EM/EM, sugere que o dissacarideo é o soforosideo.

O extrato do morango foi escolhido por este estudo como a principal fonte fornecedora
da antocianina pelargonidina-3-O-glicosideo devido ao seu teor na matriz. Pois, além desta
antocianina estar presente em concentracdo superior a 85% na matriz, apresenta excelente
separagdo cromatografica, permitindo assim a concentracdo da amostra a fim de que ocorra
seu isolamento sem comprometimento da pureza das substancias isoladas.

Vale salientar, que existem trabalhos, anteriormente publicados, indicando que sua
presenca é constante mesmo em outras variedades de morango. Apresentando sempre nos
perfis estudados de matrizes de morango, a pelargonidina-3-O-glicosideo como majoritéaria.

As diferencas tém sido observadas apenas em relacdo as outras substancias que
aparecem em menor concentracdo no perfil antocianico (SILVA et al.; 2002; WU e PRIOR,
2005b; ZHANG et al., 2011).

Pode ser fonte fornecedora das substancias 1, 3 e 4 (Figura 49), também observadas
neste trabalho na matriz de morango analisada. Mas, vale salientar que para a substancia 1,
cianidina-3-O-glicosideo, existem outras fontes que apresentam melhor rendimento na coleta
como fruto da amendoeira e do jambeiro, 0 acai, a jucara, entre outros aqui apresentados.

Para a substancia 3 (pelargonidina-3-O-rutenosideo), a matriz do morango poderia ser
indicada como fonte alternativa, ja que essa substancia ndo é comumente encontrada em
frutos. Mas, pode ser utilizado fontes alternativas que apresentam essa substancia com melhor
concentra¢do na matriz como as bracteas da planta Bico de Papagaio (Figura 89).

A substancia 4 (pelargonidina-3-O-(6-acetila)-glicosideo), apesar de muito baixa sua
concentragcdo na matriz morango, ela pode se tornar uma boa fonte se a matriz for concentrada,
visto que, essa antocianina ndo foi observada em outras fontes estudadas e nem foram
observados relatos na literatura, até o presente momento.

Serd, portanto, necessario acrescentar uma etapa que permita aumentar a concentracgao
dessas substancias, ap6s esse procedimento sera possivel prosseguir com o isolamento
segundo o item 3.7 (pég. 39).

Arroz Preto (Oryza sativa L)

Ao contrério do arroz vermelho, o arroz preto (AP) ao ser submetido a extracdo ja
demonstrou visualmente possuir um pigmento hidrossoltvel, pois a solu¢do de lavagem
rapidamente apresentou uma forte coloragéo roxa.

Para confirmacdo da presenca de pigmento antocianico foi realizada anélise
cromatografica a 520nm, onde foi observado um perfil cromatografico (Figura 96)) com 5
picos. A confirmagéo das substancias como pigmentos antocianicos foi feita ao observar os
espectros de absorcao para os picos 3,4 e 5.

Devido ao resultado insatisfatério, ndo permitindo observar os espectros de UV-ViSmax
para as substancias equivalentes aos picos 1 e 2, pois, a concentragdo ndo foi suficiente para
manifestar a presenca das duas bandas caracteristicas de absorcao das antocianinas.

Optou-se por coletar as substancias de modo que permitisse uma melhora na
visualizagdo dos espectros de absorcao.
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Figura 96: Cromatograma do perfil de antocianinas do extrato metanélico do arroz preto extraido no
CLAE/DAD a 520 nm.

Para o isolamento das substancias, realizado apds a separacdo cromatografica no
CLAE/DAD (Figura 97), conforme o item 3.7.5.1 através da vélvula seletora de canais,
Rheodyne, foram necessarias 20 coletas.

A concentracdo do material coletado, em coluna aberta (item 3.7.5.1), possibilitou a
extracdo de cromatogramas (CLAE/DAD- 520 nm), onde as substancias, agora um pouco
mais concentradas foram confirmadas tratando-se de cinco pigmentos antocianicos. Foi
possivel, portanto, observar as duas bandas na regido do UV-Vismax, caracteristicos de
antocianinas (Figura 98).

A principio, foi utilizada como ferramenta de identificacdo das antocianinas a
comparacdo dos tempos de retencdo do cromatograma da amostra do arroz preto com o de
outras matrizes que possuam antocianinas ja identificadas, anteriormente, na literatura e/ou
pelo presente estudo.

Como base para investigacdo de trabalhos da literatura foi utilizado um estudo
realizado sobre arroz preto (Orysa sativa L.), de origem japbnica, por Hou et al. (2011). Eles
identificaram quatro antocianinas no perfil do arroz preto (Figura 99). Observou-se grande
semelhanca ao comparar o perfil por eles apresentado ao obtido no presente estudo. O tipo de
arroz utilizado nesta pesquisa foi informado pelo comerciante no Brasil (fabricante do arroz
preto marca Tio Jodo) como proveniente da cultivar 1C 600.

Essa cultivar foi desenvolvida para adaptacdo em solo brasileiro pelo Instituto
Agronémico de Campinas (ICA), com objetivo comercial de uso doméstico (BASTOS;
AZZINI e MCCLUNG, 2004). A semelhanca observada entre os perfis cromatograficos das
antocianinas dos dois tipos de arroz preto em questdo (usado no estudo e da literatura),
demonstram coeréncia, visto que, a cultivar IC 600 teve seu desenvolvimento a partir da
cultivar asitica.

A identificacdo das substancias na cultivar brasileira foi realizada pelo presente estudo,
a principio, através do pareamento do cromatograma obtido no CLAE/DAD com o0s
cromatogramas de matrizes ja identificadas, anteriormente pelo estudo, e que ja possuiam suas
massas acuradas confirmadas pela técnica CLUE acoplado ao EM/ QTOF (ESI¥).
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Figura 97: Cromatogramas extraidos no CLAE/DAD (520 nm). A) Extrato do arroz preto; B) Extrato da
Fracdo 1 isolada C) Extrato da Fracdo 2 isolada; D) Extrato da Fracdo 3 isolada e; E) Extrato da Fracdo 4

isolada.
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Figura 98: Espectros de absor¢do UV-Visms do extrato do arroz preto (IAC 600) obtidos no DAD (520 nm),
substancias relacionadas aos cromatogramas das Figuras 96 e 97.

mV 2

400 ] Picos Antocianinas

00 | 1 Cianidina 3,5-diglicosideo
2 Cianidina 3-glicosideo

200 4 - s = r
3 Cianidina 3-rutenosideo

100 4 4 Peonidina 3-glicosideo

1 3 4
04
0 II{} 2‘0 3‘[) 40 50 60

min

Figura 99: Cromatograma do perfil das antocianinas do arroz preto analisado e identificacéo das antocianinas
por padrdes e confirmacao pela técnica de CL/EM (ES*). Fonte: Hou et al., 2011.

Atraveés do confronto dos tempos de retencéo e comparacgao dos espectros de absorcao
pode-se sugerir, a principio, a identidade das quatro substancias na matriz arroz preto.
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As andlises por CLAE do extrato metandlico de quatros matrizes (casca de uva tinta
chilena; jameldo; jucara e arroz preto) foram realizadas no mesmo dia sob as mesmas
condic@es analiticas e fase movel

Sendo assim, ficou caracterizado que as substancias referentes aos picos 2 e 4
(cromatograma da casca de uva tinta chilena) possuem o mesmo tempo de retencao dos picos
3 e 5 (cromatograma do arroz preto). Os analitos 2 e 3 do cromatograma da jucara possuem o

mesmo tempo de retencdo dos analitos 3 e 4 do cromatograma do arroz preto (Figura 100 e
Tabela 25).
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Figura 100: Sobreposicdo dos cromatogramas: Em preto o cromatograma com perfil de antocianinas do arroz
preto, (A) em roxo o cromatograma com o perfil da casca de uva preta sem semente do Chile, (B) em azul o
cromatograma com o perfil da casca do jamel&o e (C) em vermelho o cromatograma com o perfil da jugara.

O analito 2 do cromatograma do jamel&o coincidiu com o analito 2 do cromatograma
do arroz preto. Portanto, foi sugerido que no arroz existe, respectivamente: cianidina-3,5-di-
O-glicosideo; cianidina-3-O-glicosideo; cianidina-3-O-rutenosideo e a peonidina-3-O-
glicosideo (Figura 100), as mesmas antocianinas observadas e citadas por Hou et al. (2011).
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Tabela 25: Identificacdo das antocianinas referentes aos picos do cromatograma da Figura
100 por comparacdo dos tr das substancias com o tr das substancias ja identificadas na uva,
jucara e jamelao.

Arroz Preto Uva Jugara Jamelao Antocianina
tr (min) 5,2 (Pico 2) 5,2 (Pico 2) Cy-3,5-di-O-glicosideo
txemin) 6,3 (Pico3) 6,3 (Pico2) 6,3 (Pico2) Cy-3-O-glicosideo
ts (min) 7,3 (Pico 4) 7,3 (Pico 3) Cy-3-O-rutenosideo
tr (min) 10,5 (Pico 5) 10,5 (Pico 4) Pn-3-0O-glicosideo

Dessa forma, a identificacdo estd de acordo com os dados observados na literatura
(HOU et al.,2011). A concentracdo das substancias também possibilitou observar a eluicédo
com tempo de retencdo muito proximos de outras substancias na fracdo coletado nimero 2
(Figura 101).
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Figura 101: Cromatograma do perfil de antocianinas do extrato metandlico da Fragdo 2, extraido no
CLAE/DAD a 520 nm.

Para confirmacao da presenca de outras antocianinas, foram realizadas anélises, por
insercdo direta, no extrato referente a Fracdo 2 no espectrémetro de massa acurada, EM-QTOF
(ESIY).

Os dados extraidos do EM-QTOF (ESI*), mostraram a presenca de ions moleculares a
m/z: 611,1925; 773,2035; 611,1653 e; 449;1029.

Para a andlise realizada no modo EM/EM do ion molecular a m/z 611,1925 (100%),
foram observados os fragmentos a m/z 449,1095 (19,5%) e 287,0574 (3,0%). Onde a
intensidade dos ions fragmentos a m/z 449,1095 e 287,0574, ao ser aplicada a energia de
colisdo de 10 eV, mostrou comportamento idéntico ao observado para as antocianinas -3,5-
di- O-glicosiladas (Figura 48), ja identificadas em algumas matrizes por este estudo (jamel&o,
fruto da romazeira e flor e fruto do jambeiro).

Nesta Fracdo 2, também foi observado outro ion molecular a m/z 611,1653, mas,
apresentando padrdo de fragmentacédo diferente ao observado acima. Os dados obtidos no
EM/EM mostrou somente um fragmento a m/z 287,0698 (27,6%), apds ser aplicada a energia
de colisdo de 8 eV.
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O padréo de fragmentacéo foi compativel ao observado para as antocianinas cianidina-
3-O-diglicosideo, presentes nas matrizes do pericarpo do mangostin, framboesa e repolho
roxo, matrizes ja identificadas, anteriormente, por esse estudo.

Somando-se o tempo de retencdo observado para a substancia no CLAE/DAD aos
dados espectrais obtidos, Amax N0 Visivel e resultados obtidos no espectrdmetro de massa
acurada, pode-se identificar a substancia presente no extrato do arroz preto (Figura 96), como
cianidina-3-O-soforosideo, a mesma antocianina presente no perfil cromatografico nas
matrizes do pericarpo do mangostin (Figura 52) e da de framboesa vermelha (Figura 80, B).

Na analise do ion molecular a m/z 773,2035, foram observados os fragmentos a m/z:
611,1563 (10,0%); 449,1150 (33,3%) e; 287,0574 (10,0%). Como anteriormente observado,
este padrdo de fragmentacgéo caracteriza a presenca de um substituinte diglicosilado e outro
monoglicosilado em carbonos diferentes na estrutura da cianidina. Sugere-se, portanto, que a
molécula seja uma cianidina-3-O-diglicosilada-5-O-glicosideo.

A confirmacdo da identificacdo deste dissacarideo s6 pdde ser sugerida baseada nos
dados obtidos. Como a amostra j& apresenta o agucar soforosideo, foi indicado sua presenca
como o diglicosideo substituinte na antocianindina cianidina (m/z 287).

Mas, para elucidagéo desses substituintes na estrutura, assim como em quais carbonos
se encontram, serd necessario comparar seus dados (tr, espectros UV-Vismax € de massa) com
os do seu respectivo padrdo de referéncia, ou obter as informagdes estruturais detalhadas
através da técnica de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, RMN.

A andlise no EM, para o ion molecular a m/z 449,1029, mostrou o fragmento a m/z
287,0589, esse resultado associado ao tempo de retencdo (tr 6,3 min), no sistema utilizado
por esse estudo e, ao valor do Amax Na regido do visivel, confirmam a presenca da cianidina-3-
O-glicosideo, ja sugerida anteriormente por comparagdo com outras matrizes que apresentam
essa antocianina ja identificada.

Foram realizadas analises através da insercéo direta no EM-QTOF (ESI*) das Fragdes
isoladas 3 e 4 (Figura 97), os resultados encontram-se no Quadro 2.

Quadro 2: Dados obtidos da analise no CLAE/DAD e no EM-QTOF (ESI*) do extrato do
arroz preto (IAC 600). Picos numerados conforme cromatograma da Figura 96.

tr/
. . M]* EM/EM ..
Matriz Pico A(nm)? CLAE [M] Antocianina
. (m/z) (m/z)
(min)
1 284/526 2,8 NO NO NI
2 279/515 NO 611,1925 | 449,1095/287,0574 | Cy-3,5-di-O-glicosideo
Cy-3-0 —diglicosideo-5-
2 279/512 5,0 773,2035 611'125:733454794“50 0-monoglicosideo
Arroz preto ' (sugerida)
2 279/515 52 611,1653 287,0689 Cy-3-O-soforosideo
3 279/515 6,3 449,1029 287,0589 Cy-3-O-glicosideo
4 279/517 73 595,1659 449,1029/287,0598 Cy-3-O-rutenosideo
5 279/515 10,5 463,1267 301,0724 Pn--3-O-glicosideo

a Solvente Fase movel da andlise cromatografica (acido formico 5% e acetonitrila)

NO: nao observado; NI: ndo identificado.

Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina e Mv= Malvidina
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4.5 Isolamentos dos Pigmentos Antocianicos.

Para obtencdo de seis padrbes de antocianinas monoglicosiladas: As antocianinas
delfinidina-3-O-glicosideo; cianidina-3-O-glicosideo; petunidina-3-O-glicosideo; peonidina-
3-O-glicosideo; pelargonidina-3-O-glicosideo e malvidina-3-O-glicosideo. Foram utilizadas
trés fontes provedoras.

1 280 nm
0.06077
0,050{
0.040{
2 ]
0.03077
0,020{
0.010{
0,000{
‘2.‘00‘ ‘ ‘4.60‘ ‘ ‘6,(‘30‘ ‘ ‘8.‘00‘ ‘ ‘10,‘00‘ ‘ ‘12,‘00‘ ‘ ‘14.‘00‘ ‘ ‘16,‘00‘ ‘ ‘18.‘00‘ ‘ ‘20.‘00
0,50;
360 nm
0,40
0,30;
0,20;
0,10;
0,00;
- T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘ T T ‘
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00
1004 520 nm
0,80;
0,60;
0,40;
0,20;
I I
b ‘2,&)0‘ ‘ ‘4,60‘ ‘ ‘6,60‘ ‘ ‘8,60‘ ‘ ‘10,‘00‘ ‘ ‘12,‘00‘ ‘ ‘14,‘00‘ ‘ ‘16,‘00‘ ‘ ‘18,‘00‘ ‘ ‘20,‘00

Minutes

Figura 102: Cromatogramas do extrato do fruto da amendoeira extraidos no CLAE/DAD a 280, 360 e 520 nm.
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A matriz escolhida para a coleta da antocianina cianidina-3-O-glicosideo, fruto da
amendoeira, apesar de apresentar alta pureza, 99%, a 520 nm, apresenta outros compostos
nos comprimentos de 280 e 360 nm (Figura 102).

Essa matriz podera servir como padrdo para identificacdo da cianidina-3-O-
glicosideo, mas a presenca de outros compostos em outros comprimentos de onda ndo a
torna apta para utiliza-la na quantificagéo.

As antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo; petunidina-3-O-glicosideo; peonidina-3-
O-glicosideo e; malvidina-3-O-glicosideo foram isoladas do extrato do epicarpo da Uva-
Preta sem semente do Chile. A antocianina pelargonidina-3-O-glicosideo do extrato do
morango.

Foi necessario partir de um extrato com alta concentracdo destas substancias para
que fosse possivel diminuir o tempo e o ndmero de injecBes (Figura 103). Esse
procedimento possibilitou amenizar gastos com solventes da fase mdvel.

A liofilizagdo das amostras tornou viavel esse procedimento. A concentracéo, a partir
do extrato liofilizado, obtida foi entdo satisfatdria para realizagdo das coletas.

Foram realizadas 80 injecGes, que permitiram a obtencdo dos extratos aquosos
antocianicos referente as seis antocianinas isoladas. Foram gastos 80 mL de acido férmico e
160 mL de acetonitrila. Obteve-se quatro substancias isoladas a partir do extrato do epicarpo
da Uva-Preta do Chile.

Para a o isolamento das substancias nas matrizes da améndoa e morango, foram
necessarias 50 injecdes. Foram gastos 50 mL de &cido formico e 100 mL de acetonitrila.

Portanto, ao todo foram gastos 180 mL de acido férmico e 260 mL de acetonitrila
para a coleta das seis antocianinas.

A ndo variagdo do tempo de retencdo na corrida cromatografica possibilitou a
utilizacdo de uma vélvula seletora Rheodyne®, automatizando e otimizando o tempo de
isolamento dos analitos (Figura 104).
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Figura 103: Cromatograma obtido do CLAE/DAD (520nm) do extrato concentrado da Uva-Preta do Chile.

Vale ressaltar que este tipo de procedimento foi uma adaptacdo realizada para que a
mesma exercesse a funcdo de coletor de amostras. Este procedimento viabilizou, portanto, a
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coleta de padrdes isoladamente e sem a necessidade da presenga constante de um operador
para realizacdo da coleta manual.

Somente 0s picos correspondentes as antocianinas de interesse foram coletados. Para
0 extrato da Uva-Preta do Chile a valvula foi programada, conforme descrito no item 3,7
para realizacdo de quatro coletas distintas. A titulo de exemplificagdo pode-se observar os
APENDICES C e F. Para os outros dois analitos provenientes das amostras dos extratos
aquosos do fruto da amendoeira e do morango, a valvula somente foi programada para uma
coleta em cada amostra.
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Figura 104: Esquema de funcionamento da valvula seletora com seis canais.

4.5.1 Purificacdo e Concentracgao das Solugdes com os Pigmentos Isolados

Como a coleta das substancias de interesse foi realizada durante sua eluicdo na
corrida cromatografica, as substancias encontravam-se muito diluidas na fase movel. A
utilizacdo do cartucho Sep Pak Cig permitiu sua concentragéo e troca pelo solvente mais
volatil, pois a alta concentracdo de agua na fase movel dificulta a secagem da solucdo por
fluxo de nitrogénio.

4.5.2 Anélise cromatogréfica das antocianinas isoladas (CLAE/DAD)

Toda a corrida foi monitorada em trés comprimentos de onda (520, 360 e 280 nm)
pelo software Empower® (Figura 105). Como relatado por Giust e colaboradores (1999), o
percentual de area do pigmento antocianico isolado a 360 e 280nm foram também utilizados
como indicador de pureza, pois neste comprimento também ocorre a absor¢do de outros
compostos fendlicos

A analise por CLAE/DAD da cianidina-3-O-glicosideo petunidina-3-O-glicosideo,
peonidina-3-O-glicosideo, pelargonidina-3-O-glicosideo e  malvidina-3-O-glicosideo
isoladas, nos trés comprimentos de onda 520, 360 e 280 nm, mostraram nos comprimentos
observados que o procedimento foi satisfatério para sua purificacéo.

Das outras cinco antocianinas isoladas, apenas a delfinidina-3-O-glicosideo a pureza
nos comprimentos de onda 360 e 280nm nao se mostrou satisfatoria

O procedimento de isolamento para essa substancia foi repetido, utilizando o extrato
do primeiro procedimento. Desta vez, o isolamento foi realizado de forma independente e
apenas 30 injecOes foram suficientes.
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A metodologia utilizada para concentragdo foi a mesma realizada na primeira coleta.
A amostra foi entdo submetida a nova analise por CLAE.

As purezas das seis antocianinas isoladas foram calculadas conforme a Equagéo | do
item 3.7.2 (pagina 40) e estdo descritas na Tabela 26.
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Figura 105: Exemplo do procedimento de monitoramento pelo software Empower®: cromatogramas da
substancia isolada e purificada, cianidina-3-O-glicosideo em trés comprimentos de onda 520, 360 e 280 nm.
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Tabela 26: Percentagem de pureza dos analitos coletados em trés comprimentos de onda.

Antocianina Coleta % de Pureza 280nm 9% de Pureza 360nm % de Pureza 520nm

Dp-3-Glic 12 60,46 78,00 84,77
Dp-3-Glic 28 95,06 95,05 99,82
Cy-3-Glic 12 96,25 96,03 99,33
Pn-3Glic 12 95,84 95,05 99,82
Pg-3-Glic 12 80,25 83,03 99,33
Pt-3-Glic 12 95,07 87,2 99,89
Mv-3-Glic 12 92,85 91,2 99,22

Dp: delfinidina; Cy: cianidina; Pn: peonidina; Pg: pelargonidina; Pt: petunidina; Mv: malvidina; Glic:
Glicosideo

td 11

tn 6,96

t 11.01

Figura 106: Cromatograma com a ordem de eluicdo das seis antocianinas (delfinidina, cianidina, petunidina,
pelargonidina, peonidina e malvidina) monoglicosiladas isoladas, CLAE/DAD a 520nm.
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Uma soluc¢do das seis substancias purificadas foi preparada, e submetida a analise por
CLAE/DAD (Figura 107). Esta solugdo servird para comparacfes de tg e dos espectro de
UV-Vismax COM novas matrizes a serem analisadas que por ventura contenham antocianinas
monoglicosiladas com o o agucar glicose, fornecendo assim as primeiras informacdes sobre
a(s) substancia(s) na matriz.
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Figura 107: Cromatograma com seis antocianinas monoglicosiladas (1 delfinidina 3-glicosideo; cianidina 3-
glicosideo, 3- petunidina 3- glicosideo, 4- pelargonidina 3-glicosideo, 5-peonidina 3-glicosideo,
6- malvidina 3-glicosideo) e seus respectivos espectros UV-Vis : a 520nm.
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O isolamento de antocianinas com pureza que permitem serem utilizadas como
padrdo analitico, possibilitou o estudo por espectrofotometria na regido do visivel, assim
como da espectrometria de massas acuradas. A titulo de exemplificacdo pode-se observar os
APENDICES D e E.

O isolamento das seis antocianinas monoglicosiladas pelo presente estudo, ainda
possibilitou, através dos seus respectivos extratos, a observagdo visual da tendéncia da cor
de cada antocianina pura em extratos metanolicos (Figura 108).

Uma substancia pura apresenta um espectro sem nenhuma interferéncia, mostrando
assim o real espectro da substancia estudada naquele sistema, no caso fase-reversa. Com o
conhecimento dos reais valores dos sinais (Amax), fica mais confiavel a comparacdo das
substancias de uma matriz ainda ndo estudada.

Dessa forma, a analise para a sua identificacdo se torna mais rapida e confiavel. O
mesmo pode ser observado para as antocianinas na espectrometria de massas onde, variando
as condicGes do equipamento e utilizando substancias puras, torna-se possivel um estudo de
fragmentacOes que permitird diferenciar uma antocianina de outra, tanto quanto ao aspecto
de substituicdes quanto ao seu ndcleo principal.

Como exemplo, pode-se citar que foi possivel observar através das rotas de
fragmentacOes e diferenciar uma antocianina diglicosilada com o dissacarideo (324 Da)
ligado na posicdo do carbono trés, no anel pirano da sua estrutura, de outra antocianina
diglicosilada, mas que possuem dois monossacarideos, cada um com valor de massa neutra
de 162 Da, ligados nas posicdes 3 e 5 dos carbonos de sua estrutura (Figura 109).

Mv-3-glic

B {
Pg-3-glic "Cy—3-glic I Pn-3-glic Pt-3-glic X Dp-3glic
|
|
|

S
- -

GOUVEA A.C. M. S

Figura 108: Extratos puros das seis antocianinas monoglicosiladas: Pelargonidina-3-
O-glicosideo (Pg-3-glic); cianidina-3-O-glicosideo (Cy-3-glic); peonidina-3-O-glicosideo (Pn-3-glic);
petunidina-3-O-glicosideo (Pt-3-glic) e malvidina-3-O-glicosideo (Mv-3-glic) diluidos na solugéo 1 (item 3.3).
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Figura 109: Estrutura da molécula da antocianina. Em destaque o Cz do anel pirano e Csdo anel A.

4.5.3 Analise no CLUE/QTOF (ESI"), em modo EM/EM das substancias isoladas

As antocianinas isoladas também foram analisadas por espectrometria de massa
acurada usando o detetor EM/QTOF (ESI™) acoplado ao CLUE.

As seis antocianinas monoglicosiladas foram analisadas no mesmo dia, delfinidina;
cianidina; petunidina; pelargonidina peonidina e malvidina todas 3-O-glicosiladas (Figura
110). A presenca da delfinidina-3-O-glicosideo foi observada através de seu fon [M] * que
apresentou m/z 465,1078 e fragmento no modo EM/EM a m/z 303,0590.

Para a antocianina cianidina-3-O-glicosideo observado o ion molecular, [M] *, a m/z
449,1050 e fragmento no modo EM/EM a m/z 287,0511 que corresponde a massa molecular
da aglicona cianidina devido a perda de um agucar, no caso glicose.

A antocianina petunidina-3-O-glicosideo apresentou fon molecular, [M]*, a m/z
479,1168 e fragmento no modo EM/EM a m/z 317,0616, que corresponde a massa molecular
da aglicona petunidina devido a perda da glicose.

A antocianina pelargonidina-3-O-glicosideo apresentou ion molecular, [M]", a m/z
433,1265 e fragmento no EM/EM a m/z 271,0662, que corresponde a sua aglicona
pelargonidina devido a perda da glicose.

A antocianina peonidina-3-O-glicosideo apresentou fon molecular, [M]*, a m/z
463,1938 e fragmento no modo EM/EM a m/z 301,0797, que corresponde a massa molecular
da peonidina devido a perda da glicose. A antocianina malvidina -3-O-glicosideo apresentou
fon molecular, [M]*, a m/z 493,1404 e fragmento no EM/EM a m/z 331,0892, que
corresponde a sua aglicona malvidina devido a perda da glicose.

Os resultados obtidos das analises no EM/QTOF (ESI*), modo EM/EM, associados
aos dados espectrais com Amax Na regido do visivel e caracteristicas dos espectros de UV-
Vismax., permitiram a confirmagdo identificacdo das seis antocianidinas (delfinidina,
cianidina, petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina), assim como a informacao de
que todas as substancias estdo monossubstituida (Tabela 27).

O valor de 162 Da, correspondente a massa neutra perdida pelos ions moleculares
das substancias, indicaram ser uma hexose a molécula de agucar. O tempo de retencdo das
substancias, pode caracterizar o tipo de agUcar substituinte ligado a sua estrutura como
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Figura 110: Cromatogramas das seis antocianinas isoladas no CLUE/EM QTOF (ESI™).
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4.5.4. Técnicas combinadas para purificacdo de antocianinas

A presenca da antocianina cianidina-3-O-glicosideo na matriz do fruto da
amendoeira com concentracdo de 99% a 520 nm, faria dela um padrdo nato se ndo fosse a
presenca de outras substancias em outros comprimentos de onda (Figura 102) Para isolar a
antocianina dessas substancias foram necessaria trés etapas.

Para a primeira etapa de purificagdo do extrato foi utilizada uma coluna de vidro com
recheio de fase Cig, cujo objetivo foi a retirada de contaminantes que nao possuissem
afinidade com a fase reversa, como acucares, lipideos, proteinas, etc.

Para a retirada dos pigmentos adsorvidos a fase estacionaria foi necessario a
utilizacdo de uma solugdo aquosa com percentagem minima de solvente organico capaz de
proporcionar o arraste do pigmento junto a fase mdvel.

A solucéo 10 foi confeccionada baseada na proporcdo alcancada entre os solventes
da fase movel durante sua eluicdo na corrida cromatogréfica. Esse fato propiciou o arraste de
toda a cianidina-3-O-glicosideo da fase estacionaria, Cyg, da coluna de vidro.

Para a segunda etapa, 0 extrato aquoso obtido na etapa anterior, foi diluido 10 vezes
com 4gua ultrapura a fim de permitir sua utilizacdo no cartucho OASIS® de troca catidnica.
Esse cartucho MCX foi desenvolvido para simplificar e melhorar a preparacdo da amostra.
Apresenta recheio combinando o mecanismo de troca catidnica forte (cations) e interacdo de
fase reversa para bases (HE e GIUST, 2011).

O adsorvente utilizado nesse cartucho é uma versdo modificada do copolimero
divinilbenzeno-vinilpirrolidona onde um &tomo de hidrogénio do anel benzénco foi
substituido por um grupo sulfénico. Sendo assim, o anel benzénico pode formar uma forte
interacdo pi-pi com o anel da estrutura das antocianinas como também com as estruturas de
outros compostos fendlicos (Figura 111).

O uso do metanol acidificado proporcionou a elui¢do dos compostos fendlicos com
execdo das antocianinas. A forte interacdo idnica que ocorreu com a antocianina carregada
positivamente e o grupo sulfénico fez com que a mesma permanecesse adsorvida a fase
estaconéria do cartucho.

O solvente bésico utilizado (NH4OH), permitiu sua desorcdo, pois ao ser adicionado
a fase maovel elevou o pH acima de 9,5 causando a desprotonacdo das antocianinas, portanto
cessando a interagdo idnica entre a antocianina e o grupo sulfonico (Figura 111).

Com o pH elevado a estrutura das antocianinas passa de um cation flavilio para uma
base quinoidal que possui carater anionico, repelindo negativamente a carga do grupo
sulfonico da estrutura hidrofdébica da fase estacionaria do cartucho.

O excesso de NH, também concorre com os locais de ligagdo dos catifes na resina,
facilitando a dissociacédo da antocianina e grupo sulfénico.

Para evitar a degradacdo da antocianina é necessario que a solucdo seja acidificada
imediatamente, pois estas substancias sdo instaveis em pH mais elevado.

Para a terceira etapa foi utilizado o cartucho Sep Pak Cig que permitiu a retirada do
sal formado, assim como proporcionou a conentracdo da amostra. A troca do solvente
aquoso pelo solvente organico acidificado também permitu a secagem mais rapida da
solucéo.

Esses procedimentos permitiram a retirada com éxito de outras substancias que
estavam presentes na amostra (Figura 112).

Em particular, o cartucho de troca i0nica, permitiu o fracionamento das substancias
fenolicas, que apresentavam similar polaridade as antocianinas na mesma amostra.
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O extrato, da antocianina purificada, foi analisado por CLAE/DAD e evidenciou
através da varredura nos A de 250-700nm (Max Plot), que a combinagdo das técnicas
permitiram, com sucesso, o isolamento da cianidina-3-O-glicosideo com alto grau de pureza,
sem a necessidade do uso do sistema cromatografico (Figura 112 e Tabela 29).

Antocianina . pH2

Cation Flavilio
HO

Estrutura Hidrofbic S04 6
MCX

Pseudobase Carbinol
(Hemicetal)

v
9 Base quinoidal pH10

Figura 111: Estrutura quimica do sorbente MCX e molécula da antocianina em condicdes de pH diferentes,
Fonte: He e Giust, 2011.
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Figura 112: Cromatograma do extrato de cianidina-3-O-glicosidica purificada no A de 250-700nm (Max Plot),
obtido do CLAE/DAD. Percentagens das substancias na Tabela 28.
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Tabela 28: Percentagem da cianidina-3-O-glicosideo purificada extraida no CLAE/DAD.

Pico

Antocianina t cLAE Area % Area

1

- 1,2 138801 1,39
] 1,4 10831 0,11
- 2,8 28960 0,29

2
3
4 Cianidina-3-O-glicosideo 5,0 9775591 97,78
5

- 6,3 42894 0,43

O mesmo procedimento podera ser utilizado para purificar outras matrizes onde a
concentracdo da substancia majoritaria exceda a 80% no A de 520 nm e, apresente outros
compostos nos outros comprimentos.

Algumas matrizes estudadas neste trabalho apresentaram essa caracteristica e servem
como candidatas ao isolamento utilizando a combinacéo das trés técnicas (Tabela 29).

Tabela 29: Antocianinas com percentagem de pureza acima de 80% a 520 nm

Antocianina

Matriz

Cy-3- O-galactosideo
Cy-3- O-glicosideo
Cy-3- O-rutenosideo
Cy-3- O-soforosideo
Cy-3- O-soforosideo
Dp-3- O-rutenosideo
Pn3- O-glicosideo
Pg-3- O-glicosideo
Pg-3,5-di- O-glicosideo

Maca: (86,0-90,0%);

Jambo Vermelho (96,0%)

Ipé roxo (93,0%)

Mangostin (90,0%), Hibiscos cor salméo (84,0%), arroz-preto (93%)
Alface roxa (84,4%)

Berinjela (93,0%), Espata da Flor Ave do Paraiso (96,0%),

Manga Tommy (83,6%),

Morango (85,0%)

Flor da romazeira (90,0%)

Dp=delfinidina; Cy=cianidina; Pn= peonidina; Pg=pelargonidina

A Tabela 30 apresenta as antocianinas isoladas das matrizes estudadas as quais foram
purificadas de maneira que pudessem ser utilizadas como padrdes analiticos (Tabela 30).

As antocianinas derivadas das antocianidinas: cianidina; delfinidina; peonidina;
petunidina; malvidina e pelargonidina, encontradas nas 42 matrizes estudadas estdo
caracterizadas nas Tabelas de 31 a 36.
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Tabela 30: Antocianinas isoladas de fontes naturais para uso como padrdes analiticos.

Antocianinas

Matrizes fontes

O© 00 N O O b W N -

[EY
o

[EEN
[EEN

=
w N

N NN R B PR
N P, O © ©o N o o

Delfinidina-3-O-galactosideo
Delfinidina-3,5-di-O-glicosideo
Delfinidina-3-0-glicosideo
Cianidina-3,5-di-O-glicosideo
Cianidina-3-0-soforosideo
Cianidina-3-O-glicosideo
Cianidina-3-0-galactosideo
Cianidina-3-O-grutenosideo
Cianidina-3-0-arabinosideo
Cianidina-3-O-xilosideo
Cianidina-3-O-(6"malonilglicosideo)
Cianidina-3-O- (dioxalilglicosideo)
Petunidina-3,5-di-O-glicosideo
Petunidina-3-O-glicosideo
Pelargonidina-3,5-di-O-glicosideo
Pelargonidina-3-O-glicosideo
Peonidina-3,5-di-O-glicosideo
Peonidina-3-O-galactosideo
Peonidina-3-0-glicosideo
Malvidina-3,5-di-O-glicosideo
Malvidina-3-0-galactosideo
Malvidina-3-O-glicosideo

Mirtilo

Flor do Jambeiro

Uva-preta sem caroco do Chile
Flor do Jambeiro

Mangostin

Fruto da amendoeira

Maca

Acai

Maca

Maca

Maca

Alface roxa

Flor do Jambeiro

Uva-preta sem caroco do Chile
Flor da romazeira

Morango

Flor do Jambeiro

Péra de casca vermelha
Uva-preta sem caroco do Chile
Flor do Jambeiro

Mirtilo

Uva-preta sem caroco do Chile

Tabela 31: Antocianinas derivadas de Pelargonidina presentes em fontes naturais para uso

como padroes.

Antocianinas

Fonte

Pelargonidina-3-O-glicosideo

Pelargonidina-3-O-rutenosideo

Morango; bracteas da planta Bico de Papagaio;

flor e fruto da romazeira; fruto da Terminalia
catappa; Flor da Erythrina

Pelargonidina-3-O-soforosideo

Pelargonidina-3,5-di-O-glicosideo

Pelargonidina-3-O-ramnosideo

Brécteas da planta Bico de Papagaio; Morango

Flor da Erythrina

Flor e fruto da romazeira

Acerola
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Tabela 32: Antocianinas derivadas de Cianidina presentes em fontes naturais para uso como

padroes.

Antocianinas

Fonte

Cianidina-3-O-galactosideo

Cianidina-3-O-arabinosideo

Cianidina-3-O-xilosideo

Cianidina-3-O-glicosideo

Cianidina-3-O-rutenosideo

Cianidina-3-O-soforosideo

Cianidina-3-O-laminaribiosideo

Cianidina-3,5-di-O-glicosideo

Cianidina-3-O-ramnosideo

Cianidina-3-O-diglicosideo-5-O-glicosideo

Cianidina-3-O- (6”malonilglicosideo),

Cianidina-3-O- (dioxalilglicosideo),

Magca, Manga Tommy; Mirtilo; Soja casca preta;
bréacteas da planta Bico de Papagaio; Péra de casca
vermelha; N. obscura

Maca cv (Fuji, Argentina, Red Delicius, Gala
Mirtilo; Eugenia sulcata (Pitanga-roxa); Amora (cv.
Tupy)

Macé cv (Fuji, Argentina, Red Delicius, Gala)
Maca cv (Fuji, Argentina, Red Delicius, Gala); Eugénia
sulcata (Pitanga-roxa); N. obscura,

Uvas (Red Globe; Niagara Rosada; Kyoho; Uva-Preta do
Chile); Jucara; bracteas da Planta Bico de Papagaio
Soja preta; Flor da Erythrina; Flor do Ipé Roxo; Amora
silvestre; Jabuticaba (P. grandifoliae P.trunciflora);

Acai;

flor do Ipé roxo N. obscura; flor da romézeira; Morango;
Mirtilo; Alface-roxa; flor da Erythrina; Ameixa
vermelha; Eugenia sulcata (Pitanga-roxa); Amora (cv.
Tupy); arroz preto; Mangostin; framboesa; cebola roxa;
fruto da romazeira

Acai; Jucara; Ameixa casca vermelha, bréacteas da planta
Bico de de papagaio; Amora silvestre; Flor do

Ipé Roxo; Amora (cv. Tupy e silvestre); arroz-preto

Mangostin, Framboesa; Flor de Hibisco; Flor da
Erythrina; arroz-preto

Cebola roxa

Jameldo; Flor do Jambeiro; Jambo vermelho; flor da
romazeira; arroz-preto;

Acerola
Repolho roxo
Alface roxa; Amora (cv. Tupy)

Amora (cv. Tupy)

148



Tabela 33: Antocianinas derivadas de Delfinidina presentes em fontes naturais para uso

como padr@es analiticos.

Antocianinas

Fonte

Delfinidina-3-O-galactosideo
Delfinidina-3-O-arabinosideo

Delfinidina-3-O-xilosideo

Delfinidina-3-0-glicosideo

Delfinidina-3-O-rutenosideo

Delfinidina-3,5-di-O-glicosideo

Mirtilo; N. obscura
Mirtilo;
N. obscura

Uvas (cv. Kyoho; Uva-Preta do Chile -s/semente);
Jabuticaba (P. grandiflolia e P. trunciflora); Mirtilo;

Berinjela; Jameldo; Eugenia sulcata (Pitanga-roxa)
Mirtilo; fruto da romazeira; N. obscura; esparta da
flor Estrelizia (Ave do Paraiso)

Berinjela; esparta da flor Estrelizia (Ave do Paraiso)

Jameldo; flor do Jambeiro; flor e fruto da romazeira

Tabela 34: Antocianinas derivadas de Petunidina presentes em fontes naturais para uso
como padrdes, identificadas neste trabalho.

Antocianinas

Fonte

Petunidina-3-0-galactosideo
Petunidina-3-O-arabinosideo
Petunidina-3-O-xilosideo
Petunidina-3-0-glialactosideo

Petunidina-3-O-glicosideo

Petunidina-3,5-di-O-glicosideo

Petunidina-3-O- (67-acetila) -
glicosideo

Mirtilo
Mirtilo; N. obscura
N. obscura
Mirtilo;

Uvas (cv. Kyoho; Uva-Preta do Chile -s/semente);
N. obscura; Mirtilo

Jameldo; flor de Jambeiro

Mirtilo
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Tabela 35: Antocianinas derivadas de Peonidina presentes em fontes naturais para uso como
padroes.

Antocianinas Fonte
Peonidina-3-O-galactosideo Mirtilo; Péra de casca vermelha
Peonidina-3-O-arabinosideo Mirtilo; N. obscura

Uvas (Red Globe; Kyoho; Uva-Preta do Chile -
Peoinidina-3-O-glicosideo s/semente); N. obscura; Manga cv. Tommy;
arroz-preto; Mirtilo; Eugenia sulcata (Pitanga-roxa)

Peonidina-3,5-di-O-glicosideo Jameldo; Flor do Jambeiro

Tabela 36: Antocianinas derivadas de Malvidina presentes em fontes naturais para uso
como padrdes, identificadas neste trabalho.

Antocianinas Fonte
Malvidina-3-O-galactosideo Mirtilo
Malvidina-3-O-arabinosideo Mirtilo

Uvas (cv. Kyoho; Uva-Preta do Chile -s/semente);
Malvidina-3-O-glicosideo Mirtilo; N. obscura

Malvidina-3,5-di-O-glicosideo Jameldo; flor de Jambeiro

Malvidina-3-O- (67-acetila) - Mirtilo
galactosideo
Malvidina-3-O- (67-acetila) -

glicosideo Mirtilo

4.6 Aplicacdo dos Padrdes de Fontes Naturais

O Brasil vem aumentando os estudos cientificos, na area de alimentos, em grande
parte por apresentar uma diversidade muito grande em arvores frutiferas nativas. Um dos
destaques € a familia Myrtaceae, cujas espécies vém se destacando pela variedade de frutos
encontrados e por apresentam grande potencial para pesquisa tecnoldgica.
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Seus frutos podem ser encontrados tanto no estado silvestre quanto cultivado em
pomares domésticos. Alguns dos seus frutos ja estudados tém mostrado serem ricos em
flavonoides, composto da qual faz parte os pigmentos antocianicos.

Algumas espécies dessa Familia tém ultimamente apresentado destague no meio
cientifico e j& apresentam alguns trabalhos na literatura (GURAK et al., 2014). Entre esses
frutos estdo a jabuticaba (P. grandifolia e P. trunciflora) e o jameldo (S.cumini) que também
tiveram seus perfis antocianicos estudados no presente estudo.

Ainda existe um grande contingente de espécies pertencentes a esta familia
(Myrtaceae) na biodiversidade brasileira, que ndo possuem seus frutos quimicamente
caracterizados.

Dessa forma, o presente trabalho, utilizando os métodos desenvolvidos para analise
de antocianinas, identificou o perfil antocianico de duas espécies de frutos silvestres:
Eugenia sulcata Spring ex Mart) e Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira (cv. de casca
preta). Que podem ser encontradas por toda parte do pais, mas sdo predominantes das areas
de Restingas da Costa Atlantica Brasileira.

A Eugenia sulcata Spring ex Mart, também conhecida por Pitanga-Negra Selvagem,
apresenta um fruto comestivel com coloracdo roxa, chegando quase ao preto na maturacdo
(Figura 113).

;
AL
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Figura 113: A) Arvore frutifera Eugenia sulcata Spring ex Mart. B), fruto da Eugenia sulcata (Pitanga-Negra
Selvagem).

O pigmento deste pequeno fruto foi analisado por CLAE/DAD a 520 nm e
apresentou um perfil cromatografico onde foram observados a presenca de 6 picos, dois
majoritarios (Figurall4).

As substancias equivalentes aos picos 2, 4, 5 e 6, mostraram resultados insatisfatorios
para a observacdo dos espectros de absor¢do no UV-Visys devido as suas baixas
concentragBes na amostra.
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Foi entdo repetido o procedimento de coleta das substancias, utilizando a valvula
seletiva de canais, conforme o procedimento realizado para a matriz do arroz preto
(seguindo o item 3.7.5.1).
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Figura 114: Perfil cromatografico, no CLAE/DAD (520 nm), do extrato do fruto liofilizado da Pitanga-Negra
Selvagem. Em destaque a expansdo do cromatograma entre 1,5 e 11,0 minutos.

Deste modo foi possivel evidenciar que os espectros UV-Vismax das substancias
equivalentes aos 6 picos, mostraram as duas bandas caracteristicas das antocianinas (Quadro
3). Caracterizando, portanto a presenca de seis antocianinas na matriz.

Para a identificacdo das substancias foram utilizados os resultados obtidos dos
espectros de absor¢do com o Ama nNa regido do visivel, os dados extraidos no EM/QTOF
(ESI"), em modo EM/EM. E o tempo de retencdo das substincias (CLAE), que foram
comparados aos de outras matrizes com as substancias ja identificadas, anteriormente, neste
trabalho.

Nas analises realizadas no modo EM/EM, com apenas energia de colisdo de 4 eV, ja
se observou a liberacao dos fragmentos correspondentes as antocianidinas.

Para a substancia equivalente ao pico 1, foi observado o ion molecular a m/z
465,1007 e o fragmento a m/z 303,0505. A presenca do ion fragmento a m/z 303,0505
associado ao Amgx NO visivel de 524 nm, j& foi visto por este estudo e nas literaturas
consultadas que é caracteristico da presenca de delfinidina ligada a uma hexose (162 Da). O
tempo de retencéo indica ser a glicose.

Para as substancias equivalentes aos picos 2 e 3, foram observados 0 mesmo valor do
ion molecular, m/z 449, como também apresentaram mesmo valor para seus fragmentos, m/z
287. Apenas divergiram nas casas decimais tanto dos seus ions moleculares quanto dos seus
fragmentos (Quadro 3).

A presenca dos ions a m/z 287 associados aos Amax NO Visivel de 516 nm, indicam que
as duas substancias apresentam a cianidina ligadas a uma hexose (162 Da).

O tempo de retencdo caracterizou a primeira substancia como cianidina-3-O-
galactosideo e a segunda substancia, seguindo a ordem de elui¢do, como a cianidina-3-O-
glicosideo.
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As substancias 4 e 6, também apresentaram o mesmo ion molecular a m/z 419, e
fragmentos a m/z 287, com diferenca apenas nas casas decimais. Como ja observado
anteriormente, a presenca do Amax NO Visivel de 516 nm associado ao valor a m/z 287 para 0s
seus fragmentos, indicam ser a cianidina as antocianidinas das duas substancias, cada uma
ligada a uma pentose (132 Da).

Foi observado o tempo de retencdo de 7,2 minutos para a substancia 4 e de 10,0
minutos para a substancia 6. Como a arabinose confere a molécula um ganho de polaridade
em relagdo a xilose, as antocianinas foram identificadas como cianidina-3-O-arabinosideo e
cianidina-3-O-xilosideo, respectivamente.

A substéncia equivalente ao pico 6, apresenta a particularidade do Amsx no visivel de
501 nm, caracteristico de antocianidina pelargonidina, para o sistema do presente estudo.
Sua massa acurada observada no EM/EM, confirmou ser esta a antocianidina, pois a
substancia apresentou fragmento a m/z 271,0723, ap6s perder massa neutra de 162 Da
(hexose).

Ao comparar seu tempo de retencdo ao da substancia majoritaria da matriz do
morango (pelargonidina-3-O-glicosideo), ficou caracterizado que eram a mesma substancia.

Todos os dados obtidos no CLAE/DAD e no EM/QTOF (ESI+) estdo descritos no
Quadro 3.

Quadro 3: Dados das analises do extrato do fruto da Eugenia sulcata no CLAE/DAD e
EM/QTOF (ESI+) em modo EM/EM.

tr/

. . M]* EM/EM _—
Matriz Pico | A(nm)? CLAE [M] Antocianina
. (m/2) (m/z2)
(min)
1 279/524 44 465,1007 303,0505 Dp-3-O-glicosideo
2 279/516 5,0 449,1081 287,0579 Cy -3-0O- galactosideo
E. sulcata 3 279/516 6,0 449,1025 287,0587 Cy-3-O-glicosideo
4 279/516 72 419,0878 287,0535 Cy-3-O-arabinosideo
5 2771426/501 79 433,1188 271,0723 Pg-3-O-glicosideo
6 279/516 10,0 419,0888 287,0698 Cy-3-O-xilosideo

 Solvente Fase movel da analise cromatografica (acido formico 5%: 10% e acetonitrila).

*Perfil identificado pela primeira vez.
Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina

Os resultados mostram que o extrato do fruto da Eugenia sulcata, Pitanga-Negra
Selvagem, apresenta no seu perfil cromatografico antocianinas ligadas a apenas um
substituinte.

Os resultados obtidos sobre o tg indicaram o ganho ou perda de polaridade conferida
as substancias através dos substituintes ligados a uma mesma antocianidina no sistema
utilizado (Fase Reversa).

Somando-se a estes resultados os dados obtidos na regido do visivel, as informacdes
sobre as massas acuradas de seus ions moleculares e fragmentos, assim como, o padrédo de
fragmentacéo sofrido pela molécula ao receber determinado valor de energia de colisdo. Foi
possivel identificar nas seis antocianinas presentes na matriz, os trés tipos de antocianidina
(delfinidina, cianidina e pelargonidina) e os quatros tipos de monossacarideos substituintes
ligados a sua estrutura.
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Vale a pena salientar, que sO serdo possiveis as identificacbes com confiabilidade, se
os resultados observados nos quatro parametros propostos, por este trabalho, atuarem como
um conjunto de dados.

A matriz E. sulcata também mostrou ser uma excelente fonte alternativa das
antocianinas delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo que apresentam a
percentagem de 35 e 75%, respectivamente, na amostra.

A matriz Neomitranthes obscura de casca preta, conhecida popularmente por
camboim de cachorro, pitanga de cachorro ou pitanga da restina apresenta um fruto de forma
globulosa de casca dura, coloracdo negra quando atinge o estadgio de maturacdo, e sabor
adstringente (Figura 115).

Figura 115: Neomitranthes obscura em quatro estagios de maturagéo.

Para identificacdo das antocianinas nessa matriz foram utilizadas as metodologias
desenvolvidas neste trabalho, assim como, os padrdes preparados.

Esse trabalho fez parte do Programa de Doutorado Sanduiche (PDSE-CAPES), no
laboratério de Bromatologia e Hidrologia, da Faculdade de Farmécia de Universidade do
Porto (Portugal) sob a orientacéo da professora Isabel M. P. L. V. O. Ferreira, PhD.

Foram identificadas 11 antocianinas, utilizando as técnicas, ja bastante estudadas
neste estudo. O ponto forte desse estudo, N. obscura, foi que proporcionou a validacdo da
metodologia cromatografica desenvolvida.

Material e métodos, assim como os resultados obtidos estdo descritos no trabalho
“ldentification and quantification of anthocyanins in fruits from Neomitranthes obscura
(DC) N.Silveira na endemic specie from Brazil by comparison of chromatographic
methodologies”, publicado na revista Food Chemistry, que se encontra no Apéndice G.

Os Apéndice H foi também exemplo de aplicacéo.

4.7 Validagdo da Metodologia

A metodologia desenvolvida para analise de antocianinas por cromatografia liquida
foi validada através da comparacdo com um método de analise de antocianinas por
cromatografia liquida ja validado descrito por Oliveira e colaboradores (2013).

Material e métodos, assim como 0s resultados obtidos estdo descritos no trabalho
“Identification and quantification of anthocyanins in fruits from Neomitranthes obscura
(DC) N.Silveira na endemic specie from Brazil by comparison of chromatographic
methodologies”, publicado na revista Food Chemistry, que se encontra no Apéndice G.
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5 CONCLUSAO

Foi desenvolvida a metodologia de andlise cromatrografica para antocianinas,
utilizando coluna com fase estacionaria com particulas inferior a 3um.

Das quarenta e trés matrizes estudadas e avaliadas, quarenta e duas apresentaram
potencial para o isolamento de antocianinas. Apenas o arroz vermelho, ndo o apresentou
pigmento antocianico.

O uso da ferramenta, massa acurada, acrescentou confiabilidade aos resultados
confirmando os dados obtidos por tempo de retencdo e espectros de UV-Vismsx. O CLUE
mostrou ser eficaz para analise de antocianinas, rapida com econdmia de solvente, acoplado
ao detetor de massas trouxe como vantagem a extracdo individual do ion molecular
investigado mesmo quando coeluiam.

A vélvula Rheodyne de seis canais, adaptada para coleta das substancias detetadas,
mostrou ser fundamental para o isolamento das antocianinas de forma automatizada,
apresentando maior eficiéncia que um coletor de fracdes, em relacdo ao tempo e pureza da
amostra recolhida.

A metodologia analitica proposta para identificacdo e quantificacdo de antocianinas
por CLAE/DAD mostrou-se especifica, sensivel, precisa e linear na faixa de concentracdo
entre 0,021 a 0,070 mgL™, sendo adequada para avaliagdo das substancias. Os ensaios de
validacao apresentados estdo de acordo com as recomendacdes internacionais e vigentes no
pais.

Desse modo, torna-se possivel a identificagdo e quantificagdo das principais
antocianinas encontradas em alimentos, ainda que ndo haja padrao analitico disponiveis para
a aquisicao.
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7 APENDICE

7.1 Apéndice A- (20th International Congress of Nutrition, Granada, Espanha)

EVALUATION OF ANTHOCYANIN PROFILE IN APPLE PEEL OF THREE
CULTIVARS PRODUCED IN BRAZIL

Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa', Manuela Cristina Pessanha de Araujo
Santiago®, Ronoel Luiz de Oliveira Godoy?, Renata Galhardo Borguini?, Sidney
Pacheco?, Luzimar da Silva de Mattos do Nascimento®

'Program of Post Graduate Food Science and Technology, Rural Federal University of
Rio de Janeiro, Brazil
’Embrapa Food Technology, Rio de Janeiro, Brazil

The annual apple production in Brazil has remained around one million tonnes/year. In the
processing industry of fruit juices, apple juice is considered one of the main products. This
juice production generates 25 to 30% of waste (bagasse: peel, pulp and seed) which has
aroused the interest of the scientific community, aiming its use for the obtaining of new
products from these residues. The peel is the part of the residue with the higher
concentration of pectin and flavonoids, such as anthocyanin, being its antioxidant activity
responsible for reducing the risk of cardiovascular diseases and chronic diseases such as
cancer. The objective of this study was to compare the anthocyanin profile in apple peel of
three cultivars produced in Brazil. The cultivars Gala, Fuji and Red Delicius were obtained
in local market in the municipality of Rio de Janeiro, Brazil. The apple peels anthocyanins
were extracted with acidified methanol solution. Chromatography analysis was performed
on a Waters® Alliance 2695 system, with a Waters® 2996 photodiode array detector,
Thermo® Scientific C18 BDS (100mm x 4.6mm; 2.4um) column and gradient elution
method with acetonitrile and formic acid. It was observed the same anthocyanin profile
among cultivars. The majoritary anthocyanin detect (Figure 1) was cyanidin-3-galactoside
(corresponding to 88% of total anthocyanin content in the evaluated matrix). This
anthocyanin, compared to others present in food, has one of the highest antioxidant activity.
Therefore, the three apple cultivars can be considered a source of anthocyanin, being wasted
each year by juice industry in large quantities, while could be used, for example, as a food
ingredient with antioxidant properties. It could also allow the fruit sector to diversify its
production and increase income.

Keywords: Antioxidant, flavonoids, residues.
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7.2 -Apéndice B- (VII Encontro Nacional de Cromatografia — SPQ/Porto, Portugal)

Identification of jambo (Syzygium malaccense L.) major anthocyanin by LC-MS-MS

Ana C. M. S. Gouvéa®, Daniel F. Schulz®, Manuela C. P. A. Santiago®, Ronoel L. O.
Godoy*, Sidney Pacheco®, Jeane S. Rosa*

®Rural Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro 23890-000 Brazil,
®Chemistry Institute, Federal University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro 21949-900 Brazil,
‘Embrapa Food Technology, Av. das Américas, 29501 Rio de Janeiro 23020-470 Brazil.
acristinagouvea@hotmail.com

Anthocyanins are natural pigments from the flavonoid class that are responsible for the red,
purple and blue colors of fruits and vegetables. Increased attention has been given to those
compounds due their possible health benefits in preventing several diseases such as heart
disease and cancer. For this reason, many studies have been done with specific fruits to
evaluate if they are a good source of anthocyanins. The objective of this study was to
identify the major anthocyanin of jambo (Syzygium malaccense L.) using an ultra
performance liquid chromatographic (UPLC) system Waters Acquity® equipped with high
resolution mass spectrometer Waters Synapt® ESI-gTOF. The chromatographic profile of
anthocyanins present in jambo fruit was first obtained by the technique of high performance
liquid chromatography (HPLC). HPLC was performed on a Waters® Alliance 2695 system,
with a Waters® 2996 photodiode array detector (PDA). The used column was a Symmetry®
Cis (150mm x 4.6; 3.5um) and the mobile phase consisted of 10% aqueous formic acid and
methanol. UPLC was performed on a Waters® Acquity system, with a Waters® Acquity
UPLC BEH C18 column (2.1 x 150mm; 1.7um). The mobile phase consisted of acidified
water and methanol. The MS high resolution system has an orthogonal quadrupole (t-wave®)
and a time of flight (TOF) analyser capable to V or W configuration. This equipment can
produce accurate mass information, wich is a reliable tool to mass differentiation. The
source was positive electrospray (ESI), and the following conditions were used: source
temperature at 120°C, desolvatation gas (N,) at 12.5L/min and 500°C, capillary exit set at
3.0kV, sampling cone energy set at 25.0V and extraction cone energy set at 4.0V. The major
anthocyanin identification, cyanidin-3-O-glucoside, was based on data obtained by mass
spectrometry for molecular ion and on its fragments. It was obtained a molecular ion at m/z
= 449.1092, which is the molecular weight of the anthocyanin cyanidin-3-O-glucoside, and a
m/z = 287.0498 by MS-MS, which equals the molecular weight of the aglycone cyanidin.
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7.3 -Apéndice C- (11l Conferéncia do Instituto Nacionais de Ciéncia e Tecnologia de
Frutos Tropicais, Aracaju, Alagoas)

Identificacdo das antocianinas majoritarias na casca de uva tinta sem semente
utilizando CLUE-ESI-EM/EM

Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa®, Ronoel Luiz de Oliveira Godoy?, Manuela Cristina
Pessanha de Araujo Santiago®, Renata Galhardo Borguini® e Sidney Pacheco?

1. Doutoranda em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos/ DTA
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
23890-000 — Seropédica — RJ; Brasil
acristinagouvea@hotmail.com

2. Laboratério de Cromatografia Liquida
Embrapa Agroindustria de Alimentos
23020-470 — Rio de Janeiro — RJ; Brasil

Palavras chave: cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina, petunidina
RESUMO

As antocianinas, flavonoides com intensa atividade antioxidante, sdo 0s pigmentos
responsaveis pela coloracdo na casca de varios tipos de uvas com tonalidade escura (uvas
tintas). A concentracdo e a variedade dos tipos de antocianinas é que determinam a
intensidade da coloracdo dos varios cultivares. Este trabalho teve como objetivo caracterizar
e identificar as antocianinas majoritarias presentes na casca da uva tinta sem sementes,
proveniente do Chile. A extracdo das antocianinas da casca do fruto foi realizada com
solucdo de metanol acidificado, sendo a amostra submetida as etapas de sonificacdo e
centrifugacdo. No desenvolvimento da analise cromatogréfica, utilizou-se sistema Acquity
da Waters® composto por um Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE), com
coluna Cyg (2,1 x 150mm; 1,7mm) Acquity CLUE BEH, modo de elui¢do gradiente com
solvente A (&cido férmico 0,1%) e solvente B (acetonitrila), volume de inje¢do 1pL, fluxo
0,35mL/min e temperatura da coluna de 45°C. O sistema também é composto por analisador
de massas de alta resolugdo Q-TOF com tempo de voo em modo V, fonte de ionizagdo
electrosspray modo positivo (ESI™) com as seguintes condigdes: temperatura da fonte igual a
120°C, gés de secagem N, a 500°C, energia do capilar 3,0kV, cone fixado em 25,0V e
energia de colisdo de 8,0V. A identificacdo dos picos de maiores concentracGes foi feita
com base em dados existentes na literatura e pela comprovacao através das suas respectivas
massas moleculares exatas. Portanto, foi possivel comprovar a presenca das antocianinas
delfinidina-3-glicosideo, cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-
glicosideo e malvidina-3-glicosideo, cujos ions precursores e seus fragmentos que
correspondem a perda de uma massa de 162Da (hexose) liberando suas agliconas sdo,
respectivamente: m/z 465,1036 e m/z 303,0526; m/z 449,1129 e m/z 287,0636; m/z 479,1280
e m/z 317,0826; m/z 463,1330 e m/z 301,0861; m/z 493,1404 e m/z 331,0959. Desse modo,
pode-se identificar de maneira inequivoca o perfil das antocianinas presentes na matriz.
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7.4- Apéndice D (VIl Férum de P6s-Graduagdo da UFRRJ, Seropédica, Rio de Janeiro)

Caracterizacéo de antocianinas por CLAE e identificacéo por espectrometria de massa
de alta resolucéo (Q-TOF) em seis frutos de facil acesso para uso como fonte de
padrdes analiticos

Ana Cristina Miranda Senna Gouvéa® & Ronoel Luiz de Oliveira Godoy?

1. Doutoranda do Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
e-mail: acristinagouvea@hotmail.com; 2. Embrapa Agroindustria de Alimentos — RJ,
Brasil

RESUMO
Palavras Chaves: antocianinas; padrdes; cromatografia; espectrometro de massas.

A identificacdo de antocianinas por meio de CLAE é uma técnica muito eficiente, mas ha
necessidade de uso de padrdes analiticos para sua identificacdo e quantificacdo. Devido a
grande diversidade de substituintes em sua estrutura, o desafio estd em encontrar disponiveis
comercialmente padrdes de referéncia desses diversos compostos. O referente trabalho teve
como objetivo avaliar matrizes de facil acesso, caracterizar seu perfil antocianico através da
técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e identifica-las utilizando a
Espectrometria de Massa de Alta Resolucgdo. Para tal, foram avaliadas seis matrizes: fruto da
amendoeira; amora; casca de macd; morango; jabuticaba e jameldo. A extracdo das
antocianinas nos frutos foi realizada com solucédo de metanol acidificado, onde as amostras
passaram por etapas de sonificacdo e centrifugacdo. A analise cromatogréfica foi realizada
em Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia acoplado ao detector de arranjo de fotodiodos,
coluna Cyg (100mm x 4,6mm; 2,4 um), fluxo de 1,0mL/min e modo de eluicdo gradiente
com acetonitrila e &cido formico. Para confirmacdo das antocianinas nas matrizes utilizou-se
0 espectrometro de massa de alta resolucdo Waters Synapt® Q-ToF, com fonte de ionizacao
no modo electrospray positivo (ESI+), tempo de voo V, com as seguintes condicdes:
temperatura da fonte igual a 120°C, gas de dissolvatacdo N, a 500°C, energia do capilar
3,0kV, cone fixado em 25,0V e energia de colisdo de 8,0V. Os perfis cromatograficos e os
espectros de absorcdo (UV) das antocianinas foram comparados com dados na literatura,
assim como, suas identificacdes foram realizadas através das suas respectivas massas
moleculares exatas. Portanto, foi possivel comprovar que as seis matrizes analisadas sao
promissoras fontes de padrdes de referéncia, devido ao perfil cromatografico apresentado.

Agéncia Financiadora: CNPq

170



7.5-Apéndice E (Higiene Alimentar, v.27, n. 218-219, 2013)

AVALIACAO DE FONTES NATURAIS DE ANTOCIANINAS PARA USO COMO
PADROES PARA ANALISE EM FRUTOS VERMELHOS E SEUS PRODUTOS

Ana Cristina Miranda Senna GOUVEA!"; Manuela Cristina Pessanha de Araujo
SANTIAGO?; Luciana Mouta de OLIVEIRA®; Ronoel Luiz de Oliveira GODOY?’;
Fernanda Marques PEIXOTO?®’; Sidney PACHECO?; Renata Galhardo BORGUINI*

1Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro-e-mail: acristinagouvea@hotmail.com
’Embrapa AgroindUstria de Alimentos — RJ, Brasil
3Centro Universitario Estadual da Zona Oeste (UEZO)

INTRODUCAO

As antocianinas, pigmentos hidrossollveis, presentes em alimentos de origem
vegetal, apresentam efeitos bioativos que estdo relacionados ao poder antioxidante
proporcionado. Sendo assim, varios trabalhos literarios vém relatando a importancia do seu
desempenho na reducdo ao risco de doencas: cardiovasculares; do sistema imunoldgico; do
cancer e sua progressdo (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 prevengdo de doengas cronicas tem impulsionado o meio cientifico a
identificar e quantificar os seus principios ativos.

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

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

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no laboratério de Cromatografia Liquida da
Embrapa Agroinddstria de Alimentos, Rio de Janeiro. Foram avaliadas as antocianinas em
seis potenciais fontes para obtencdo dos padrfes: casca de maca (Malus doméstica, cultivar
“Fuji”), berinjela (Solanum melongena); mangostin (Garcinia mangostana L.) e uva preta
chilena; fruto da amendoeira (Terminalia catappa) e morango (Fragaria spp.). Todos 0s
solventes utilizados eram da Marca Tédia® grau CLAE, para extracdo e analise
cromatografica, e grau Massa para as analises no espectrémetro de massa.

171


mailto:acristinagouvea@hotmail.com

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

Alguns perfis cromatogréaficos e os espectros de absorcdo na regido UV-Vis das
antocianinas foram comparados com dados na literatura, somando-se a esses dados, suas
identificagdes foram confirmadas através das suas respectivas massas moleculares exatas
(EM/EM), utilizando como ferramenta o espectrdmetro de massa de alta resolucdo Waters
Synapt® Q-ToF, com fonte de ionizacdo no modo electrospray positivo (ESI+), tempo de
voo V, com as seguintes condicOes: temperatura da fonte igual a 120°C, gas de
dissolvatacdo N, a 500°C, energia do capilar 3,0kV, cone fixado em 25,0V e energia de
coliséo de 8,0V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

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

A numeracdo realizada foi referente aos analitos que puderam ser identificados pelo
presente trabalho. Os que apresentaram concentracdo muito baixa, ndo entraram neste
estudo, a ndo ser 0s que ja apresentavam informacgdes na literatura associado a analise
espectrométrica (EM/EM).

Tabela 1: Apresenta as massas moleculares das seis antocianinas mais comumente
encontradas em alimentos e dos agucares encontrados nas amostras estudadas.

Substancias MW MW- H20

Antocianidinas

pelargonidina 271
cianidina 287
peonidina 301
petunidina 317
delfinidina 303
malvidina 331
AcuUcares

Galactose 180 162

Glicose 180 162

Rutinose 326 308

Quadro 1: Identificacdo das antocianinas numeradas nas amostras.

. . R tx EM/EM ..
Matriz Pico Mnm) (min) M]* (m/2) (m/2) Antocianina
Fruto da L
: 1 279/ 328/,515 6,25 449,1083 287,0556 Cy-3-Glicosideo
amendoeira
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 4,27 | 465,1078 303,0616 Dp-3-Glicosideo
2 279/362/515 6,21 449,1083 287,0556 Cy -3-Glicosideo
Uva Preta 3 270/348/524 7,89 | 479,1168 317,0746 Pt-3-Glicosideo
Chilena
4 279/330/517 10,29 | 463,1248 301,0714 Pn-3-Glicosideo
5 27713471526 12,04 | 4931349 331,0864 Mv-3-Glicosideo
Morango* 2 267/328/431/501 8,09 433,1156 271,061 Pg-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 anélise cromatogréafica (acido formico 5%: metanol 10% / agua Milli-Q®)
*|dentificados somente os picos majoritarios ou relatados na literatura.
Dp= delfinidina, Cy = cianidina, Pg= pelargonidina, Pt= petunidina, Pn= peonidina e Mv= Malvidina

Dentre as amostras analisadas, a amostra do fruto da amendoeira sobressaiu em
relacdo as outras, pois, apresentou uma pureza acima de 99%para seu pico majoritario. O

173




espectro de UV-visivel mostrou Amax @ 279,5 e 515,3nm caracteristicos de derivados de
cianidina ou peonidina. Seu jon molecular [M]" apresentou m/z 449,1083 e transi¢do 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
majoritario (pico 1) do cromatograma da amostra de casca de magé, apresentando 0 mesmo
valor de perda no EM/EM (162 Da). A diferenca entre essas duas substancias foi baseada
nos seus tg, 6,25 e 5,28 minutos, a configuracdo da estrutura molecular da galactose faz com
que a molécula fique menor tempo retido na fase estacionaria comparada a molécula que
contém o acucar glicose. Sendo assim, fica caracterizado, ser uma glicose, o acucar ligado a
aglicona para a substancia que possui 0 maior tempo de retencdo e galactose o de menor.

A amostra do extrato de berinjela apresentou uma absor¢do no comprimento de onda
visivel com Ams de 525nm, caracteristicos de derivados de delfinidina, petunidina e
malvidina em solucdo de metanol acidificado (HONG&WROLSTAD, 1990). Seu ion
molecular [M]" apresentou m/z 44611,1616 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
fragmentacdo 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 presenca
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
transicOes, sua aglicona quando ocorre a liberacdo do aclcar (Quadro 1). A resolucéo entre
as substancias eluidas torna essa matriz uma excelente candidata para ser utilizado como
fonte de padrao, o quinto pico que corresponde a malvidina-3-glicosideo apresenta uma boa
concentracdo indicando que ndo havera necessidade de muitas coletas.

O pico majoritario observado no cromatograma do extrato do morango apresentou
espectro de UV-visivel com Ama a 267/328/431/501nm caracteristicos de derivados de
pelargonidina, a analise por espectrometria de massa confirmou através da obtencdo dos
valores de seu fon molecular [M]*, m/z 433,1153 e transi¢do 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 (picol)
correspondente a uma antocianina diglicosilada, esse fato pdde 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 presenca 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 anlises (C1g-100mm x 4,6mm; 2,4 um).
Dessa forma, o isolamento do analito podera ser efetuado com alto indice de pureza,
evitando assim, sua contaminagdo com os outros analitos da amostra.

CONCLUSAO

Desta forma, conclui-se que através da técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia puderam-se caracterizar os perfis das matrizes apresentadas neste estudo, assim
como, a espectrometria de massas de alta resolucao tornou possiveis as identificacfes das
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antocianinas que serdo promissoras fontes de padrbes de referéncia. Sendo assim, as
matrizes apresentadas neste presente trabalho serdo fontes das seis 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 de suas proprias
matrizes, visto que a perda da cor € um dos primeiros sinais de deterioracdo do produto.
Ainda por cima, ressalta-se que as matrizes escolhidas sdo de facil acesso, sendo o
mangostin 0 que se apresenta mais oneroso dentre elas. De certo, este fato tornara possiveis
as analises por CLAE com mais qualidade e menos oneroso, viabilizando-a como mais uma
ferramenta que possa contribuir para avaliacdo da qualidade dos produtos.
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RESUMO

As antocianinas, flavonoides com intensa atividade antioxidante, sdo os pigmentos
responsaveis pela coloragdo no epicarpo de varios tipos de uvas com tonalidade escura. A
concentragdo e a variedade dos tipos de antocianinas ¢ que determinam a intensidade da coloracdo dos
varios cultivares e dos produtos obtidos a partir dos mesmos. Este trabalho teve como objetivo o
isolamento e a identificacdo das antocianinas majoritarias presentes no epicarpo de uvas-prefas sem
sementes (Vitis spp.) adquiridas em mercado local do Rio de Janeiro. provenientes do Chile (indicacao
do rotulo). A extracdo das antocianinas do fruto foi realizada com solug¢ao de metanol acidificado,
sendo a amostra submetida as etapas de sonificacdo e centrifugagdo. Para a separagdo e 1solamento das
antocianinas foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) Alliance modelo
2690/5 da Waters®, acoplado ao detetor de arranjo de fotodiodos Waters®. Na etapa de identificagéo,
utilizou-se sistema CL-EM/EM Waters® composto por um Cromatégrato Liquido de Ultra Eficiéncia
(CLUE) e analisador de massas de alta resolugao Q-TOF. A identificagio das antocianinas
majoritarias foi feita com base em dados existentes na literatura e pela comprovacao através das suas
respectivas massas moleculares exatas. Portanto, foi possivel comprovar a presenga das antocianinas
delfinidina-3-glicosideo. cianidina-3-glicosideo, petunidina-3-glicosideo, peonidina-3-glicosideo e
malvidina-3-glicosideo. cujos ions precursores e seus fragmentos que correspondem a perda de uma
massa de 162Da (hexose), liberando suas agliconas sdo, respectivamente: m/z 465,1078 e m/z
303,06016: m/z 449.1083 e m/z 287.0556:; m/z 479.1168 e m/z 317.,0746; m/z 463.1248 e m/z
301,0714: m/z 493,1349 e m/z 331.0864.

Palavras-chave: antocianinas monoglicosiladas, cromatografia liquida, espectrometria de massas.
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ABSTRACT

Anthocyanins, flavonoids with strong antioxidant activity, are the pigments responsible for the
epicarp color of various types of dark grapes. The concentration and the variety of anthocyanins types
determine the color intensity of various cultivars and of products obtained from the same. This study
aimed to characterize and identify the majority anthocyanins present m black grapes epicarp ink
seeded, from Chile (Firis spp.). The fiuit anthocyanins extraction was performed with aciditied
methanol solution, and the sample was subjected to sonication and centrifugation steps. For the
separation and isolation of anthocyanins it was used a High Performance Liquid Chromatography
Alliance 2690/5 model from Waters™, coupled to a photodiode array detector Waters™. In the
identification step, it was used a LC-MS/MS system with an Ultra Efficiency Liquid Chromatograph
and a high resolution mass analyzer Q-TOF. The identification of the majority anthocyanins was
performed according to data previously reported in the literature and to their respective exact
molecular masses. Therefore, it was possible to confirm the presence of the anthocyanins delphinidin-
3-glucoside, cyanidin-3-glucoside, petunidin-3-glucoside, peonidin-3-glucoside and malvidin-3-
glucoside, whose precursor ions and their fragments corresponding to the loss of a mass of 162Da
(hexose) releasing their aglycones are respectively: nv/z 465.1078 and m/z 303.0616: nvz 449.1083
and m/z 287.0556; m/z 479.1168 and m/z 317.0746: m/z 463.1248 and m/z 301.0714: m/z 493.1349
and mv/z 331,0864.

Keywords: mono-glycosylated anthocyanins, liquid chromatography. mass spectrometry

INTRODUCAO

A producdo mundial de uvas comerciais, assim como de mesa, vem crescendo ano apos ano.
Apesar das videiras terem capacidade de adaptagao em diferentes condigdes climaticas, o melhor
desenvolvimento das mesmas ocorre em regioes de clima mediterraneo (CHAVARRIA er al., 2007).
Relatorio da Food and Agriculture Organization (FAO, 2011), das Nagdes Unidas, indica o Brasil
ocupando a 12 posicdo na producao mundial de uva. e China e a Italia como os maiores produtores
As antocianinas. flavonoides com intensa atividade antioxidante. sdo os pigmentos
responsaveis pela coloracdo no epicarpo de varios tipos de uvas com tonalidade que varia do vermelho
ao preto. Suas agliconas (antocianidinas) sao altamente reativas e dificilmente sdo encontradas
naturalmente, portanto, sdo menos estaveis quando comparadas aos seus respectivos glicosideos
(antocianinas). Consideradas metabolitos secundarios, tém sido frequentemente usadas como
marcadores quimicos (em quimiotaxonomia). A presenca de antocianinas em uvas tintas, além de
conferir atributos de qualidade ao alimento eleva o potencial antioxidante desse fiuto e seus produtos.
Diversos trabalhos cientificos atribuem ao consumo de alimentos que possuem essas substancias, a
reducdo do risco de desenvolvimento de doengas cronicas ndo transmissiveis, fais como:
cardiovasculares, canceres, doengas neurodegenerativas e enfermidades intlamatorias (KUSKOSKI er
al.. 2004; MARTINEZ-FLOREZ er al., 2005: ABE er al., 2007).
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A distribui¢do das antocianinas em uvas € complexa variando de acordo com o cultivar. Dentre
as antocianinas monoglicosiladas encontradas em uvas, as principais sdo: delfinidina-3-glicosideo;
cianidina-3-glicosideo: petunidina-3-glicosideo: peonidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo.
Vitis vinifera L., cultivar de colaragdo vermelha, ¢ um dos exemplos aonde sdo encontradas somente
as antocianinas monoglicosiladas acima citadas, assim como seus derivados acilados com acido p-
coumarico, cateico e acético (RUSTIONI et al., 2013).

A caracterizagdo das antocianinas presentes na uva se forna imprescindivel e aumenta o
conhecimento sobre os diferentes cultivares, sejam eles naturais ou melhorados. Este tipo de
conhecimento fornece subsidios para diferencia-los entre si e pode trazer informagodes que permitam
uma melhoria na sua constitui¢do genética, visto que a concentracao e a variedade dos tipos de

antocianinas ¢ que irdo determinar a intensidade da coloragao dos varios cultivares de uvas (POMAR
et al., 2005).

Na literatura ha relatos sobre a identificacdo das antocianinas presentes em vinhos. mas ha
pouca informacéo sobre as uvas propriamente ditas, como no estudo realizado por ANDRADE e al.
(2013). Sabe-se que a composicao de antocianinas na bebida estd relacionada a presenca destes
pigmentos no fruto (CACERES e al., 2012), mas ndo é possivel atribuir que tal perfil seja idéntico ao
da matéria-prima, uma vez que 0s processos para obtengdo e armazenamento do vinho podem
acarretar alteragdes no perfil destes compostos.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo isolar e identificar. através de uma técnica
precisa, segura e de alta resolucdo, as antocianinas presentes no epicarpo de uvas-pretas (Vitis spp.)
sem sementes provenientes do Chile, comercializadas em um mercado local na cidade do Rio de

Janeiro, RJ.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Os frutos de uva-preta (Firis spp.) sem sementes provenientes do Chile foram comprados em
mercado local no bairro do Recreio dos Bandeirantes, zona oeste do municipio do Rio de Janeiro, RJ.
As bagas foram abertas e despolpadas manualmente e, cada 100 gramas de fruto deu origem a 11.32
gramas de “cascas” (epicarpos), tendo sido esta quantidade congelada e liofilizada durante 24 horas
em liofilizador Liotop modelo L101 a temperatura de - 40°C. Do material liofilizado. obteve-se um po
utilizando o moinho IKA, modelo Al. O po foi acondicionado em embalagens herméticas laminadas a
temperatura ambiente, ficando, desta forma, a amostra protegida da luz e umidade do ar até o

momento das analises.
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Extracao das antocianinas

Os pigmentos antocianicos do po foram extraidos utilizando-se a metodologia de extragdo para
antocianinas descrita por SANTIAGO er al. (2010), onde pesou-se 1g do liofilizado para obtencao de
um extrato concenfrado que possibilitou a coleta para identificar as antocianinas. A amostra foi
acondicionada em um tubo de centrifuga de 50 mL, onde foram adicionados 2mlL de solucdo de
extracao (acido formico/ metanol-10:90, v/v), com subsequentes etapas de agitagdo em vortex durante
1 minuto, sonificagdo por 10 minutos no ultrasson Cleanears, e centrifugagdo a 6000rpm por um
periodo de 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um frasco. onde foi submetido a secagem
sob fluxo de ar comprimido filtrado. Posteriormente, o sobrenadante seco foi diluido com 4mL de
solugdo para injegdo, 5% de &cido formico em dgua de Milli-Q®: metanol (90:10, v/v), e
acondicionado em vial especifico para o injetor do cromatograto.

Isolamento das antocianinas por CLAE

Para a separacgdo e isolamento das antocianinas foi utilizado um Cromatdgrafo Liquido de Alta

Eficiéncia Waters®, Alliance modelo 2690/5, acoplado ao detetor de arranjo de fotodiodos Waters®

(DAD), modelo 2996, software Empower®, coluna Cyg Thermo (100mm x 4,6mm; 2,4mmy), 20 pL de
injecdo, fluxo de 1.0 mL.min" e modo de eluigio gradiente com acetonitrila (solvente A) e solugdo
aquosa de acido formico 5% (Solvente B). O gradiente inicia com 5% do sovente A e 95% do solvente
B até 5 min, depois vai aumentando o solvente A até 13% durante 10 min, em seguida mantém o
solvente A a 14% por 1 min, e apds decresce o solvente A até chegar a 5% durante 2 mim e 30 seg, e
finalmente matém o solvente A a 3% por 3 min 30 seg para reequilibrar a coluna. A analise foi
realizada no comprimento de onda de 520nm, e foram necessarias seis injegdes do extrato concentrado
para recolhimento em concentracao adequada de cada pico referente a cada uma das antocianinas para
a obtencdo das substancias isoladas. As coletas das antocianinas foram realizadas manualmente

diretamente da saida do detetor.

Purificacao das antocianinas isoladas

Apos a coleta foi realizado o clean up do extrato de cada antocianina isolada. A purificacdo foi
realizada através da técnica de extragao em fase sdlida adaptada da metodologia descrita por
RODRIGUEZ-SAONA & WROLSTAD (2001). Foram utilizados cartuchos Sep Pack Cis Waters®,
previamente acondicionados com solu¢do de metanol acidificado (acido formico 0,1%). Esta técnica
além de propiciar a remog¢do da antocianina da fase moével em que se encontrava diluida.
concentrando-a, também proporcionou a remocdo de eventuais aclicares livres, e outros compostos
polares que por ventura ali se encontravam diluidos. O extrato antocianico eluido fol entdo seco em
temperatura ambiente sob fluxo de ar comprimido filtrado.
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Andlise das antocianinas por espectrometria de massas (EM)

As cinco amostras coletadas foram secas e, cada uma. 1soladamente, fo1 diluida em 1mL de
solugdo aquosa de acido foérmico 0,1%. Para analise, 10uL do extrato antocianico foi diluido em
990uL de solugao aquosa de acido formico 0,1% / metanol (60:40, v/v). A analise de identificacdo de
antocianinas foi realizada utilizando o sistema Acquity da Waters® composto por um Cromatégrafo
Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE), com coluna Css (2,1 x 150mm; 1,7mm) Acquity CLUE BEH,
modo de elui¢do gradiente com solvente A (solugdo aquosa de dcido férmico 0,1%) e solvente B
(acetonitrila), volume de inje¢ao luL, fluxo 0,35mL/min e temperatura da coluna de 45°C. O
cromatografo esta acoplado ao Espectrémetro de Massas de alta resolugdo Waters Synapt® Q-TOF,
com fonte de 1onizagdo no modo electrospray positivo (ESI+), tempo de voo V, com as seguintes
condigoes: 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.

Todos os solventes utilizados foram da marca Tedia® grau CLAE, para extragdo e analise
cromatografica, e grau Massa para as analises no espectrometro de massa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise por CLAE, utilizando uma coluna de fase reversa com diametro de particula de
2.4pm, possibilitou boa resolugdo entre os analitos (Figura 1). Esse fato tornou possivel a coleta das
substancias de forma isolada com alto grau de pureza (acima de 98%), evitando-se desta forma a
contamina¢do das mesmas com os outros analitos da amostra.
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Figura 1: Perfil cromatografico antocianico do extrato metanolico do epicarpo de uva preta chilena
no comprimento de onda a 520nm. Pico 1= delfinidina-3-glicosideo, pico 2= cianidina-3-
-

glicosideo, pico 3= petunidina-3-glicosideo, pico4= peonidina-3-glicosideo e pico 4= malvidina-3-
glicosideo.
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A identificacdo dos analitos foi baseada nos seus tp>s e suas respectivas massas moleculares
exatas, as quais foram confrontadas com dados existentes em trabalhos cientificos (WU & PRIOR,
2005, BRITO et al., 2007). Foi possivel comprovar na amostra do extrato de casca de uva-preta
Chilena, a presenca das antocianinas: delfinidina-3-glicosideo (pico 1) que foi sugerida devido ao seu
espectro UV-visivel que mostrou Amax a 271 e 522nm caracteristicos de derivados de delfinidina. Seu
ion molecular [M]+ apresentou m/z 465,1078 e fragmento m/z 303,0616 no EM/EM que corresponde
a massa molecular da aglicona delfinidina devido a perda de um agticar (162 Da). no caso glicose
devido ao seu tempo de retencao (Tabela 1 e Figura 3A). O pico 2 foi identificado como cianidina-3-
glicosideo. pois, ao confrontar sob as mesmas condigdes cromatograficas, seu tempo de retencdo com
o tempo de retencdo do pico 2 da jucara ou palmito-jugara (Euterpe edulis) (Figura 2), matriz ja
identificada na literatura por BRITO et a/. (2007). foi possivel sugerir tratar-se de cianidina-3-
glicosideo. A confirmagdo foi realizada ao se observar que seu ion [M]+ apresentou m/z 449,1083 e
fragmento m/z 287,0556 no EM/EM que corresponde a massa molecular da aglicona cianidina devido
a perda de um agucar (162 Da), no caso sugere-se ser a glicose devido ao seu tr (Tabela 1 e Figura
3B). Pico 3 foi identificado como petunidina-3-glicosideo através do seu ion molecular [M]+ que
apresentou m/z 479.1168 e fragmento m/z 317,0746 no EM/EM que corresponde a massa molecular
da aglicona petunidina devido a perda de um acticar (162 Da), no caso sugere-se ser a glicose devido
ao seu tg (Tabela 1 e Figura 3C). O pico 4, apesar de mostrar um comprimento de onda com valores
proximos dos derivados de cianidina com Amax de 517nm, quando aplicado uma energia de colisao de
8v em seu ion molecular [M]+ m/= 463.1248 foi observado o fragmento m/= 301.0714 caracteristico da
aglicona peonidina devido a perda de um ag¢ticar (162 Da), no caso sugere-se ser a glicose devido ao
seu tr (Tabela | e Figura 3D). O ultimo pico, corresponde a antocianina majoritaria dessa matriz.
Apresentou espectro UV-visivel com Amax a 277 e 526 nm caracteristicos de derivados de malvidina.
Seu ion molecular [M]+ apresentou m/z 493,1349 e fragmento m/z 331.0864d no EM/EM. devido a
perda de um agticar (162 Da), no caso sugere-se ser a glicose devido ao seu tg (Tabela 1 e Figura 3E).

CONCLUSOES

Com o presente trabalho pode-se identificar de maneira inequivoca o perfil das antocianinas
presentes no epicarpo das uvas-pretas sem semente (Fitis spp.) provenientes do Chile. O
conhecimento da composi¢do das antocianinas do fiuto permite o monitoramento do comportamento
destes pigmentos nas bebidas obtidas a partir desta matéria-prima, possibilitando maior controle de
qualidade do produto final. Cabe ressaltar que o conhecimento do perfil antocianico das uvas, permite
a diferenciagdo entre os diversos cultivares, ja que a diferente coloracdo entre os mesmos esta
associado a variagao da composi¢do das anfocianinas nas cascas.
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Figura 2: Sobreposicao dos cromatogramas do epicarpo de uva preta chilena (em preto) e da

jucara, Euterpe edulis (em vermelho), sob as mesmas condigdes cromatograficas. Pico 2

cianidina-3-glicosideo (tr =6.21)

Tabela 1. Identificacdo das antocianinas numeradas na amostra

. . . A =" EM/EM ..
Matriz Pico M(nm) (min) [M]* (m/2) (m/2) Antocianina
1 271/522 427 465.1078 303.0616 Dp-3-Glicosideo
2 279/515 6,21 4491083 287.0556 Cy-3-Glicosideo
Uva Preta 3 270/524 7,89  479.1168 317,0746 Pt-3-Glicosideo
Chilena
4 279/517 10,29  463.1248 301.0714 Pn-3-Glicosideo
5 277/526 12.04 4931349 331.0864 Mv-3-Glicosideo

* Solvente Fase movel da analise cromatogréafica (solugdo aquosa de acido formico 5%: metanol 10% / dgua Milli-Q®)
Dp= delfinidina. Cy = cianidina. Pt= petunidina. Pn= peonidina e Mv=malvidina
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Figura 3: Espectros de massas das antocianinas isoladas da casca da uva-preta chilena (Espectro

A: delfinidina-3-glicosideo:;

espectro B: cianidina-3-glicosideo; espectro C: petunidina-3-

glicosideo: espectro D: peonidina-3-glicosideo: espectro E: malvidina-3-glicosideo).
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Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira is a Brazilian fruit belonging to the Myrtaceae family that contains
anthocyanins in the peel and was studied for the first time in this work. Delphinidin-3-0-galactoside,
delphinidin-3-0-glucoside, cyanidin-3-0-galactoside, cyanidin-3-0-glucoside, cyanidin-3-0-arabinoside,
petunidin-3-0-glucoside, pelargonidin-3-0-glucoside, peonidin-3-O-galactoside, peonidin-3-0-glu-
coside, cyanidin-3-0-xyloside were separated and identified by LC/DAD/MS and by co-elution with
standards. Reliable quantification of anthocyanins in the mature fruits was performed by HPLC/DAD
using weighted linear regression model from 0.05 to 50 mg of cyaniding-3-O-glucoside L' because it
gave better fit quality than least squares linear regression. Good precision and accuracy were obtained.
The total anthocyanin content of mature fruits was 263.6 + 8.2 mg of cyanidin-3-O-glucoside equivalents

Myrtaceae

100 g ' fresh weight, which was in the same range found in literature for anthocyanin rich fruits.

@© 2015 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Neomitranthes obscura (DC.) N. Silveira is an endemic plant of
the Brazilian Atlantic Forest and widely spread in the sandbanks
of “Restinga”. This term comprises ecosystems defined by sandy
plain land adjacent to the sea, and includes not only botanic but
also ecological, and geological aspects. Vegetation of this kind of
system is characterized by different contrasting types of formation,
from herbaceous to forest, growing on open or inaccessible loca-
tions (Ramos, Monteiro, da Silva, Nakamura, & Siani, 2010) This
vegetation grows in sandy soils that are very poor in nutrients,
associated to the other contrasting seasonal effects, such as the
unequal precipitation annual ratio and water distribution in the
near subsoil.

Fruits from flora of “Restinga™ have not been valued adequately
since studies about its composition are scarce. With regard to N.
obscura belonging to the Myrtaceae family only the chemical

#* Corresponding author. Tel.: +351 220428642; fax: +351 226093390.
E-mail address: isabel ferreir@ff.up.pt (LM.P.LV.O. Ferreira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.02.086
0308-8146/© 2015 Published by Elsevier Ltd.

composition of essential oils were analysed (Amaral et al., 2013;
Ramos et al., 2010). However, its fruits contain anthocyanins that
contribute to the peel colour, although its composition and quanti-
tation has not yet been described.

Anthocyanins are important components of fruits, especially
berries. It is well known that anthocyanins can promote many
positive health benefits, such as reduction in the risk of coronary
heart diseases and diabetes, anti-cancer, ageing resistance and
obesity control (Jayaprakasam, Olson, Schutzki, Tai, & Nair, 2006;
Sumner et al., 2005). The most common aglycone forms of antho-
cyanin in food are cyanidin, delphinidin, peonidin, petunidin,
pelargonidin and malvidin, however they are naturally found as
glucosides having glucose, galactose, rhamnose, xylose or arabi-
nose sugars usually linked to the C; in pyrylium ring of the antho-
cyanidin skeleton (Castaneda-Ovando, Pacheco-Hernandez, Paez-
Hernandez, Rodriguez, & Galan-Vidal, 2009; Wang & Stoner, 2008).

Separation of anthocyanins is usually performed by reversed
phase-high performance liquid chromatography (RP-HPLC). For
maximum chromatographic efficiency highly acidic mobile phase
(pH < 2) isrequired to ensure that anthocyanins are predominantly
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intense m/z in the first scan, and the third was ms? and ms?® of the
most intense m/z using relative collision energy of 45 eV.

2.5. HPLC-DAD quantification

The HPLC system was from Gilson (France), consisting of two
pumps (305 and 306), an 805 manometric module, a 811C dynamic
mixer, an injection port with a 20 pL loop (Rheodyne, USA) and a
photodiode array detector (Prostar 335 DAD from Varian, USA)
controlled by a data processor software (Varian Star Workstation,
USA).

The chromatographic separation was performed using an ACE
(Advanced Chromatography Tecnologies, Aberdeen, Scotland) 5
Cig column (250 x 4.6 mm; 5 um; 100A) at room temperature
and a Hypersil BDS (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
Cyg column (100 x 4.6 mm; 2.4 um) at 40 °C. The two columns
were coded as ACE 5 and TS, respectively. Two different mobile
phases were assayed. Mobile phase 1 consisted of 10% aqueous for-
mic acid (90:10; v/v) as solvent A and formic acid/water/methanol
(10:40:50; v/v/v) as solvent B, separation was performed at ambi-
ent temperature (Oliveira, Amaro, Pinho, & Ferreira, 2010; Queiroz,
Oliveira, Pinho, & Ferreira, 2009) The gradient was 20% solvent B
over 3 min, followed by a linear gradient up to 30% solvent B with-
in 15 min and held there for 2 min, then was linear gradient up to
60% solvent B in 13 min and held there for 2 min. Returning back to
initial conditions, 20% solvent B in 5 min and held there for 8 min
for column rinse and re-equilibration. Mobile phase 2 consisted of
5% formic acid/water (5:95; v/v) as solvent A and acetonitrile as
solvent B. The gradient was linear from 5% to 10.5% solvent B over
7 min 30 s and held there for 4 min 30 s, then linear gradient up to
12% solvent B over 1 min, then another linear gradient up to 14%
solvent B over 1 min and then reduced back to 5% solvent B at
2 min 30s and held there for 3 min 30s for column rinse and
re-equilibration. The flow rate was always 1 mL min ! and DAD
was set to collect the signal at 520 nm.

2.6. Method validation

Method validation was performed by evaluation of linearity and
linear range, limit of detection, limit of quantification, precision,
accuracy, as well as measurement of uncertainties followed Inter-
national Conference on Harmonisation Guidelines (ICH)
(International Conference on, Harmonisation (ICH), 2005). The
study of the linearity included calculation of random errors in
the y-direction (Syx) as well as standard deviations for the slope
(Sp) and intercept (S,) associated with the line. Least squares linear
regression in some cases includes a significant proportion of errors
at the lower end of the calibration line that are underestimated.
Weighted linear regression model is more complex than least
squares linear regression but is preferred when the variance is
not equal in all of the points of the calibration line (Mansilha
et al., 2010). The uncertainty for the calibration curve (U) gave
information about the variability of the method. U was measured
as the ratio between the estimated standard deviation of X, stan-
dards and Xg value, two standards with concentrations 0.05 mg L 1
and 5 mg L~ were used for this purpose. The reliability of weight-
ed regression was confirmed by calculating the percentage relative
error (%RE) expressed as the concentration found from weighted
and unweighted regression equations with the theoretical stan-
dard concentration (Mansilha et al., 2010). The sum of absolute
%RE give an indication of fit quality.

The limit of detection (LOD), defined as the lowest amount that
can be differentiated from the background noise and limit of quan-
tification (LOQ) defined as the lowest concentration that can be
quantified with acceptable precision and accuracy were based on
the calibration curve parameters (Miller & Miller, 2005). The

precision of the method was evaluated by repeatability or intra-
day precision when applying the same operating conditions over
the same day and by intermediate precision that evaluate the var-
iations on different days. Nine determinations were performed for
assessment of precision (3 concentration levels/3 replicates). Accu-
racy was evaluated by recovery experiments as recommended by
ICH by adding known amounts of cyanidin-3-0-glucoside to the
fruit matrix in three different levels of concentration (0.05, 1.00
and 50.0mgL ).

3. Results and discussion
3.1. Identification by LC/DAD/MS

The anthocyanins identification and peak assignment was
based on comparison of their mass spectral data, including reten-
tion times, molecular ion peaks, ms® and ms® fragments with those
of standards and published data. Table 1 summarizes data obtained
from LC/DAD/MS analyses. The two major peaks were numbered as
peak 2 and peak 4 and presented m/z from ESI-MS of 465 and 449
respectively, which were in accordance with the mass weight for
C21H21042 (465) and Ca1Hz1041 (449). The ms® mass fragments
were mfz 303 and 287, respectively that were related to the loss
of one hexose -H;0, [M]™ - 162 Da. The UV-Vis spectrum of the
two peaks indicated that the visible inae was 523 nm and
514 nm, respectively. Thus, peak 2 was identified as delphinidin
and peak 4 was identified as cyanidin, both linked to a hexose.
The sugars are commonly found in foods attached to a single posi-
tion of the anthocyanins and usually the connection occurs at posi-
tion 3 of the pyrylium ring (Wu & Prior, 2005a). It should be
highlighted that anthocyanins that present galactoside or glu-
coside linked to similar anthocyanin structure present identical
mass spectral properties and cannot be distinguished exclusively
by mass spectrometry. Delphinidin-3-O-glucoside and cyanidin-
3-0-glucoside were confirmed as the peak 2 and 4, respectively,
by co-injection with the respective standards. The elution order
using reversed phase HPLC shows that galactoside linked to the
anthocyanin increases its polarity when compared with the gluco-
side. The same occurs with the retention time of arabinoside linked
to anthocyanin when compared with xyloside, facts that have been
confirmed from published data (Wu & Prior, 2005b). This informa-
tion helped to elucidate about anthocyanins composition of
N. obscura that shared the same mass profile in terms of having
an anthocyanidin plus a hexose or pentose, but with different
retention times.

Eight minor peaks have also been identified by HPLC-MS (peaks
1,3,5,6,7, 8,9 and 10). The identity of peaks 1, 3, 6, 7, 8 and 9
were confirmed by comparison of peak retention times, mass data
and UV-Vis spectrum with those of standards. Simultaneously
with the peak 6 was observed other mass data, [M]" m/z 435;
ms? mjz 303, ms® m/z 257, 229, identified as delphinidin plus pen-
tose. According to the literature the elution order of anthocyanins
by reversed phase HPLC is cyanidin-3-O-galactoside followed by
delphinidin-3-0-arabinoside and afterwards cyanidin-3-0-glu-
coside (Wu & Prior, 2005b). Thus, the delphinidin-3-0-arabinoside
does not correspond to peak 6 because its elution is between
petunidin-3-O-glucoside and pelargonidin-3-O-glucoside, since
only two pentoses were identified in this fruit (arabinoside and
xyloside) this peak was identified as delphinidin-3-O-xyloside.
Peak 5 and peak 10 shared a similar mass spectral [M]™ m/z 419;
ms? m/z 287, ms® m|z 213, 137 the retention times were such as
common pentoses, arabinoside and xyloside, respectively,
compared with data of Wu and Prior (2005b). Pelargonidin-3-0-
glucoside (peak 7) was also confirmed by addition of standard from
strawberry (Amaro et al., 2013). Structural identification of the last
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Table 1

Molecular ion and respective fragments ms* and ms* obrained by LC-DAD/MS of anthocyanins detected in fruits of N. abscura.

Peak Rt (min) LicroCart® column /4 max (nm) MW [M]" (mfz) ms? (m/z) ms? (mfz) Peak assignment
1 25.96 523 465 465 303 257:229 Delphinidin-3-0-galactoside
2 27.65 523 465 465 303 257:229 Delphinidin-3-O-glucoside
3 30.29 514 449 449 287 213:137 Cyanidin-3-O-galactoside

4 3219 514 449 449 287 213:137 Cyanidin-3-0-glucoside
5 3522 517 419 419 287 213:137 Cyanidin-3-0-arabinoside
6 36.80 520 479 479 317 302:274 Petunidin-3-0-glucoside
6 36.93 523 435 435 303 257:229 Delphinidin-3-0-xyloside
7 37.01 505 433 433 271 141:121 Pelargonidin-3-0-glucoside
8 38.12 514 463 463 301 286:257 Peonidin-3-0-galactoside
9 39.48 514 463 463 301 286:257 Peonidin-3-0-glucoside

10 41.57 517 419 419 287 213:137 Cyanidin-3-0-xyloside

11 46.20 - - 477 287 213:137 Cyanidin + MW (190 Da)

trace peak, mass spectral [M]|" m/z 477; ms? m/z 287, ms® m/z 213,
137 which was numbered as 11 was not possible with the informa-
tion given by MS data, thus this peak remained as unknown. This
peak is from a cyanidin but the group linked to the anthocyanidin
(MW = 190 Da) was not identified.

N. obscura presents five of the six common anthocyanidins
found in foods: delphinidin; cyanidin; pelargonidin; petunidin
and peonidin and its anthocyanins contain four common sugars
linked to the pyrylium ring (galactose, glucose, arabinose and
xylose). One linked radical-group could not be identified.

3.2. Separation by different HPLC/DAD methodologies

Fig. 1 presents the typical separation chromatogram of the
anthocyanins of N. obscura using ACE 5 column and mobile phase
1 containing 10% aqueous formic acid (90:10; v/v) as solvent
A and formic acid/water/methanol (10:40:50; v/v/v) as solvent
B. All the anthocyanins identified previously by LC/DAD/MS were
observed in the chromatogram: (1) delphinidin-3-0-galactoside,
(2) delphinidin-3-0-glucoside, (3) cyanidin-3-0O-galactoside, (4)
cyanidin-3-0-glucoside, (5) cyanidin-3-O-arabinoside, (6)
petunidin-3-0-glucoside + delphinidin-3-0-xyloside, (7) pelargo-
nidin-3-0O-glucoside, (8) peonidin-3-O-galactoside, (9) peonidin-
3-0-glucoside, (10) cyanidin-3-0-xyloside. Compound identification
was based on RP-HPLC elution order, UV-Vis spectra and by stan-
dards addition.

Al
mall

40—

2

Mobile phase 2 containing 5% formic acid/water (5:95; v/v) as
solvent A and acetonitrile as solvent B was also tested in the ACE
5 column; however, this gradient was not appropriate because
only peaks 1-4 were separated (chromatogram not shown).

Chromatographic separation of the anthocyanins from N. obscu-
ra was also performed using TS column and using the two mobile
phases that were tested previously with the ACE 5 column, typical
chromatograms are presented in Fig. 2A and B. The TS column
enabled an efficient chromatographic separation; this column
provides shorter retention times because the used temperature is
higher (40°C) and the particle size is smaller (2.4 pm), all the
anthocyanins identified previously were observed in the chro-
matograms with lower retention times. The peaks 1-4 eluted with-
in the first 5 min using the mobile phase 1 whereas these peaks
eluted between 7 and 10 min using the mobile phase 2, thus the
last was preferred to avoid the elution of interfering polar com-
pounds in the same retention time of anthocyanins. Comparison
between the two chromatographic methodologies was performed
using the ACE 5 column with the mobile phase 1, coded as method
1 and the TS column using the mobile phase 2, codded as
method 2.

3.3. Methods validation according to international regulations

A calibration curve covering a large concentration range (from
0.05 to 50 mg of cyaniding-3-glucoside L~ ') was needed due to
the differences in the amount of individual anthocyanins observed

Tio T

T Tio™ Time ping]

Fig. 1. Typical chromatogram for separation of anthocyanins of N. obscura using ACE 5 column and mobile phase 1 containing 10% aqueous formic acid (90:10; v/v) as solvent
A and formic acid/water/methanol (10:40:50; v/v/v) as solvent B, coded as method 1. Peak 1 - delphinidin-3-0-galactoside; peak 2 - delphinidin-3-O-glucoside; peak 3 -
cyanidin-3-0-galactoside; peak 4 - cyanidin-3-0-glucoside; peak 5 - cyanidin-3-0-arabinoside; peak 6 - petunidin-3-0-glucoside and delphinidin-3-0-xyloside; peak 7 -
pelargonidin-3-0-glucoside; peak 8 - peonidin-3-0-galactoside; peak 9 - peonidin-3-0-glucoside; peak 10 - cyanidin-3-0-xyloside; peak 11 - cyanidin + MW (190 Da).
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Fig. 2. Typical chromatogram for separation of anthocyanins of N. obscura using TS column and (A) mobile phase 1 containing 10% aqueous formic acid (90:10; v/v) as solvent
A and formic acid/water/methanol (10:40:50; v/v/v) as solvent B; and (B) mobile phase 2 containing 5% formic acid/water (5:95; v/v)as solvent A and acetonitrile as solvent B
the last conditions were coded as method 2. Peak 1 - delphinidin-3-0O-galactoside; peak 2 - delphinidin-3-0-glucoside; peak 3 - cyanidin-3-O-galactoside; peak 4 - cyanidin-
3-0-glucoside; peak 5 - cyanidin-3-0-arabinoside; peak 6 - petunidin-3-0-glucoside and delphinidin-3-0-xyloside; peak 7 - pelargonidin-3-0-glucoside; peak 8 - peonidin-
3-0-galactoside; peak 9 - peonidin-3-0-glucoside; peak 10 - cyanidin-3-O-xyloside; peak 11 - cyanidin + MW (190 Da).

in N. Obscura fruits. Two models were used to obtain cyaniding-
3-glucoside calibration curve, least squares linear regression and
weighted linear regression models, the calibration curves were
obtained by using method 1 and method 2. The weighted regres-
sions presented lower variability of %RE (less than 8%) for all con-
centrations using both columns, whereas least squares linear
regression presented high %RE for low concentrations (up to 38%
and 75%, respectively for ACE 5 and TS columns). For ACE 5 column
the sum of absolute %RE was 69.88 for least squares linear regres-
sion and 36.02 for weighted regressions, whereas for TS column
the sum of absolute %RE was 130.52 for least squares linear regres-
sion and 18.54 for weighted regressions these parameters gave an
indication of fit quality of weighted regression model, thus it was
preferred. Regression parameters obtained after application of
the weighting factors for both methods are summarized in Table 2.
Low LOD values, 0.031 mgL~! and 0.021 mgL~! were obtained

Table 2

respectively for method 1 and method 2. LOQ values were
0.103 mgL " and 0.070 mg L' for method 1 and method 2. The
uncertainties associated with calibration curve (U) were lower
than 1% for a concentration of 5mgL " but increased near the
detection limit.

Comparison between the slope and intercept of the calibration
curves of method 1 and method 2 was performed. For comparison
of slopes it was applied Student’s t-test, and the t-value calculated
was 0.0089, lower than the tabulated value 1.943 with 95% confi-
dence. The same statistical treatment was performed for compar-
ison between the intercept of the calibration curves obtained
using both methods and the t-value calculated was 0.107, lower
than the tabulated value 1.943 with 95% confidence. The null
hypothesis is accepted in both cases, no significant differences
were observed in the slope and the intercept of the calibration
curves obtained by both methods (Zar, 2010). However, the

Quality calibration parameters, detection and quantification limits, related standard deviations and uncertainties.

Aw *S(ayw sz

b * Sty LOD (mgL™!) LOQ (mgL™!) Svixow %4 05 (emg 11 S5 (g 11
Method 1 3713281 £792 —922.6+1476.3 0.9995 0.031 0.103 3824.88 21.65 0.79
Method 2 3707982 +54.0 1445.7 £ 1007.6 0.9998 0.021 0.070 2610.46 1437 0.51

Method 1 - ACE 5 column and mobile phase 1; method 2 - TS column and mobile phase 2; b,, - weighted slope; a,, - weighted intercept; - weighted correlation coefficient;
S¢byw and S;ay, - standard deviations of the weighted slope and weighted intercept; Sy, - standard deviation of y-residuals of weighted regression line; LOD - limit of detection;

LOQ - limit of quantification; U - uncertainties associated with calibration.
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Table 3
Results on repeatability and accuracy of method 2 for cyanidin-3-0-glucoside in N.
obscura.

Precision RSD (%) Recovery

Intraday Interday Exp. Conc. Mean
(mgL™") recovery
(%)
Spiked level 005 1 50 005 1 50 25 25
(mgL™)
Method 2 54 1.2 1.0 57 35 84 237:0.03 947

Table 4
Anthocyanins content in N. obscura assayed by method 2, results are expressed as mg
of cyanidin-3-0-glucoside equivalents 100 g~' fresh weight.

Peak Anthocyanin mgl00g'
1 Delphinidin-3-0-galactoside 19+02
2 Delphinidin-3-0-glucoside 48.1+186
3 Cyanidin-3-0-galactoside 12707
4 Cyanidin-3-0-glucoside 175.8+53
5 Cyanidin-3-0-arabinoside 72+03
6 Petunidin-3-0-glucoside/Delphinidin-3-0-xyloside 31+00
7 Pelargonidin-3-glucoside 03+0.0
8 Peonidin-3-0-galactoside 12200
9 Peonidin-3-0-glucoside 03100

10 Cyanidin-3-0-xyloside 114+04

11 Cyanidin + MW (190 Da) 16+04

Total anthocyanin content 2636+82

method 2 enabled reduced analyses time and mobile phase con-
sumption added with the use of lower amounts of formic acid that
is advantageous to the maintenance of chromatographic equip-
ment, thus it was preferred for further studies.

Results from precision and accuracy of method 2 are summa-
rized in Table 3. The coefficients of variation ranged between
1.0% and 5.4% for the inter-day assays and between 3.5% and
8.4% for the intra-day tests. These results are excellent since the
precision should be lower than 15%, except at the LOQ which can
be up to 20%. Concerning the accuracy the mean recovery of the
method was 94.7%. The control limits for this parameter are set
between 70% and 120%.

3.4. Analyses of mature fruits

Method 2 was applied on the separation and quantification of
anthocyanins in N. obscura. The total anthocyanin content of
mature fruits is 263.6 £ 8.2 mg of cyanidin-3-glucoside equiva-
lents/100 g fresh weight, the amount of each anthocyanin is
presented in Table 4. The content of anthocyanins in fresh material
was evaluated on the basis of moisture of fresh and freeze-dried
fruits. The cyanidin was the predominant contributor with 78.9%,
followed by delphinidin with 18.9% and adding up the other antho-
cyanins that contributed only with 2% of total. Thus although the
quantification was performed using an external standard curve of
cyanidin-3-O-glucoside the possible error in quantification is not
relevant. The total anthocyanin content was similar to that
described in literature for anthocyanin rich berries, such as jussara
that contains 290 mg/100 g fresh weight (De Brito et al., 2007), acai
that contains 224 mg/100g fresh weight (Pacheco-Palencia,
Duncan, & Talcott, 2009) and blackberry, which contains 245 mg/
100 g fresh weight (Wu et al., 2006).

4. Conclusions

This study describes for the first time the identification and
quantification of anthocyanins in fruits of N. obscura (DC.) N. Sil-
veira, an endemic plant of the Brazilian Atlantic Forest that belongs

to the Myrtaceae family. These fruits from flora of Brazilian
“Restinga” have not been valued adequately because studies about
its composition are scarce. However, this work highlights that N.
obscura is a potential source of bioactive compounds, because it
contains delphinidin-3-0-galactoside, delphinidin-3-O-glicoside,
cyanidin-3-0-galactoside, cyanidin-3-O-glicoside, cyanidin-3-0-
arabinoside, petunidin-3-O-glicoside, pelargonidin-3-O-glicoside,
peonidin-3-0-galactoside, peonidin-3-0-glicoside, cyanidin-3-0-
xyloside. Two different chromatographic methods that differed in
the column length and its particle size, the mobile phase, gradient
and elution temperature were compared. The method that enables
reduced analyses time and less mobile phase consumption with
lower amounts of formic acid was validated for reliable quantifica-
tion of anthocyanins in N. obscura fruits. The total anthocyanin
content of mature fruits was in the same range found in literature
for anthocyanin rich fruits.
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Il 1 Introduction

The pomegranate (Punica granatum L.) fruit, native
from Iran and endemic in the Middle East, grows in
semiarid climates. In recent years there has been renewed
interest in the global nutraceutical and functional benefits
of this fruit, both fresh and processed (SUMNER et al.,
2005).

The pomegranate fruit has some phenolic
compounds such as anthocyanins (delphinidin, cyanidin
and pelargonidin) in its composition, and also quercetin,
phenolic acids and tannins (punicalagin). The fruit is
consumed fresh or processed as juice and can be used in
the food industry for the manufacture of juice beverages,
soft drinks, confectionary products and also colorants
(QU et al., 2011).

Due to the increased demand for healthy products,
anthocyanin-rich fruits have great potential as raw
materials in food formulations, acting as one of the most
important natural antioxidants and being responsible
for the intense red colour of pomegranate juice based
products. The colour is one of the quality parameters
that most promotes sensory acceptability by consumers
(GIL et al., 2000; ALIGHOURCHI and BARZEGAR, 2009;
BOROCHQV-NEORI et al., 2009; PATRAS et al., 2010).
Thus, the analysis of anthocyanins by a reliable technique,
such as HPLC, can be considered as an important
tool to evaluate pomegranate juice quality. Besides
the sensory-organaleptic characteristics, knowledge
of the anthocyanin profile of pomegranate materials
becomes important, since it allows for the identification of
adulteration in these products (ZHANG et al., 2009). Thus
the analysis of the anthocyanins by a reliable technique
can also be considered as an important tool to evaluate
pomegranate juice authenticity.

Studies on the characterization and quantification
of the phytochemical and antioxidant properties of fruits
have become essential and increase awareness about
the different cultivars, whether natural or enhanced.
Knowledge of the quality and chemical characteristics of
some species provides subsidies to distinguish them from
each other, and can also provide information to enable an
impraovement in their genetics, since the concentration and
variety of types of the anthocyanins is what will determine
the intensity of colouring of the various fruit cultivars
(POMAR et al., 2005; OZGEN et al., 2009).

The major challenge in the quantitative analysis
of compounds by HPLC, especially of anthocyanins, is
the obtaining of analytical standards. Standardization
is certainly the largest source of analytical errors,
because it directly impacts the final result (KIMURA
and RODRIGUEZ-AMAYA, 2002). In some countries the
acquisition of high purity analytical standards usually
depends on highly expensive importations, and in addition
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there are no commercial standards available for many of
the anthocyanins found in nature.

The production of analytical standards of
anthocyanins by isolation is considered to be a challenge,
mainly due to the difficulties of obtaining crystalline
anthocyanins, free from impurities, in sufficient amounts
to allow for reliable weighing (GIUSTI et al., 1999). Thus
the aim of this study was to isolate analytical anthocyanin
standards from different matrices, using a practical and
reliable method known as the analytical HPLC scale
with non-destructive detection, for the qualitative and
guantitative analysis of pomegranate fruit anthocyanins.

I 2 Materials and methods

2.1 Chemicals

HPLC grade acetonitrile, 96% formic acid and
methanol were purchased from Tedia (USA). Ultrapure
water was obtained from the Milli-Q™ Gradient 10A System
(Merck Millipore, USA). Delphinidin-3,5-diglucoside
chloride was purchased from Chromadex (USA).

2.2 Samples

Samples with the potential for use as sources of
the anthocyanins of interest, based on their high content
of these compounds, were selected for this study as
follows: pomegranate flower, jambolan (peel), jabuticaba
(peel), blackberry (whole fruit) and strawberry (whole
fruit) (Table 1). Pomegranate flowers were collected in the
western region of Rio de Janeiro city. Pomegranate fruits
(from the Brazilian semiarid region), strawberry (Fragaria
spp.), jabuticaba (Plinia spp.) and jambolan (Syzygium
cumini) fruits were purchased in the Rio de Janeiro market.
Pomegranate juice was obtained by extraction from the
arils. For the blackberry and strawberry juices, the whole
fruits were processed in a blender. The jambolan and
jabuticaba peels, blackberry and strawberry juices and
the pomegranate flowers were freeze-dried in a Liotop™
L101 (Liobras, Brazil) at —-40°C for 24 hours, and stored
at-18 °C until extraction.

Table 1. Vegetable matrices selected for the isolation of the
anthocyanins.
Delphinidin-3,5-diglucoside Jambolan fruit
Cyanidin-3,5-diglucoside Jambolan fruit
Delphinidin-3-glucoside Jabuticaba fruit
Pelargonidin-3,5-diglucoside Pomegranate flower
Cyanidin-3-glucoside Blackberry fruit
Pelargonidin-3-glucoside Strawberry fruit
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2.3 Sample extraction

Two grams of each freeze-dried sample were
weighed into four centrifuge tubes with lids for extraction
with methanol: formic acid (10:90, v/v) under sonication,
following by centrifugation (BRITO et al., 2007). All the
materials obtained in the supernatants after extraction
were concentrated using a Buchi RE rotatory evaporator
(Switzerland) at 38 °C for 4 hours. The dried extract was
diluted with 4 mL of a 5% formic acid solution in water:
methanol (90:10, v/v) and filtered through a hydrophilic
type Millex™membrane (0.45 um; Merck Millipore; USA)
directly into an automatic chromatograph injector vial.

2.4 HPLC-PDA evaluation of the anthocyanins

Chromatographic analysis was carried out following
the methodology described by Brito et al. (2007), using
a Waters (USA) Alliance™ 2695 system equipped with a
Waters 2996 photodiode array detector (at 520 nm). A
Thermo Scientific C,; BDS (100 mm x 4.6 mm; 2.4 pm;
USA) column was used with an injection volume of 20uL,
mobile phase consisting of 5% aqueous formic acid
(solvent A) and acetonitrile (solvent B) in the gradient
elution mode (Table 2) with a flow rate of 1.0 mL min*. The
column temperature was 40 °C.

2.5 Conditions for the isolation of the anthocyanins
by HPLC-PDA

The anthocyanins were isolated following the
methodology described by Brito et al. (2007) using a
Waters (USA) Alliance™ 2695 system equipped with a
Waters 2996 photodiode array detector (at 520 nm). A

Table 2. Gradient elution mode for the evaluation of the
anthocyanins.

Solvent A (%) Solvent B (%)

Time (minutes)

0 95 5
2 93 7
10 90 10
12 95 5
14 90 10

Solvent A: 5% aqueous formic acid. Solvent B: acetonitrile

Table 3. Gradient elution mode for isolation of the anthocyanins.
Solvent A (%) Solvent B (%)

Time (minutes)

0 95 5
2 95 5
10 90 10
15 87 13
16.5 80 20
18 95 5
20 95 5

Solvent A: 5% aqueous formic acid. Solvent B: acetonitrile

Symmetry™ C_ column (150 mm x 4.6; 3.5 um; Waters;
USA) was used with an injection volume of 50uL, mobile
phase consisting of 5% aqueous formic acid (solvent A)
and acetonitrile (solvent B), in the gradient elution mode
(Table 3) with a flow rate of 1.0 mL min'. The column
temperature was 40 °C.

2.6 Anthocyanin isolation method

The anthocyanins were isolated by liquid
chromatography coupled to a Rheodyne six-channel
selection valve (GOUVEA et al., 2012). The valve was
adapted to select output channels rather than possible
columns, replacing the traditional fraction collector.
Substances of interest were collected on elution,
according to the retention time of each anthocyanin, using
a selector valve commanded by Empower™ software
(Waters, USA).

2.7 Concentration of the standards

For the concentration step, a Waters (USA)
Sep-Pak™ C_ cartridge previously packed with methanol
was saturated with the aqueous extract of the isolated
anthocyanins. The cartridge was then washed with an
aqueous solution of 0.01% HCI to remove the more polar
compounds present, such as sugars and phenolic acids,
and the anthocyanin pigments retained were eluted with
methanol. The eluted anthocyanin pigments were dried
under a filtered compressed air flow, and diluted with
a b% formic acid solution in water: methanol (90:10,
v/v) in a 5 mL amber volumetric flask. Aliquots of each
isolated anthocyanin were injected under the same
chromatographic conditions described above, and the
peak areas used to check the purity.

2.8 MS/MS condition

A high resolution Waters mass spectrometer (USA)
Synapt™ ESI-QTOF, with direct injection, was used to
confirm the identity of the anthocyanins isolated. The MS
source used was positive electrospray ionization (ESI¥)
with the following conditions: source temperature at 120
°C, desolvation gas (N,) delivered at 12.5 L min™ at 500
°C, capillary exit set at 3.0 kV, sampling cone energy set
at 25.0 V and extraction cone energy set at 4.0V.

2.9 Calculation of the concentrations of the
standards

200 pL aliquots of the solutions obtained after
concentration were collected, dried under a filtered
compressed air flow and diluted with 2.0 mL of the
appropriate solution for each anthocyanin, according to
the molar absorptivity used (Table 4). The corresponding
anthocyanin concentration of these solutions was
calculated using the Beer-Lambert law from the
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absorbance reading obtained using a Shimadzu UV-1800
spectrophotometer (Japan).

2,10  Product evaluation

The anthocyanin profile of the different pomegranate
products such as the juice and microcapsules, obtained
in the laboratory using a spray drying process, were
evaluated to verify the application of the method.

Il 3 Results and discussion

The chromatogram obtained from the
pomegranate juice presented six anthocyanins
(delphinidin-3,5-diglucoside; cyanidin-3,5-diglucoside;
delphinidin-3-glucoside; pelargonidin-3,5-diglucoside;
cyanidin-3-glucoside; pelargonidin-3-glucoside)
(Figure 1). The same anthocyanins profile was reported
by Gil et al. (2000) for pomegranate juice.

The six fruits chosen as anthocyanin sources made
it possible to isolate these compounds by the HPLC
technique with a great grade of purity at 520nm (Figure 2),
which is the same wavelength that the anthocyanins are

detected and quantified using the proposed analytical
method.

The purity of the isolated anthocyanins was
calculated by evaluating the peak area of each one in
relation to the total area of the chromatogram. Verification
of the purity of the compounds at different wavelengths
ensured an accurate calculation of their concentration.
The purity of the isolated anthocyanins was also
checked at 280 and 360nm, since at those wavelengths
occurs the absorption by other compounds that could
cause interference, such as other phenclic compounds
(GIUSTI et al., 1999). Values above 90% of purity were
obtained for all the six compounds evaluated at these
two wavelengths.

The high values for purity obtained
ensured there were no interfering substances
that could cause bathochromic or hypsochromic
effects of the ultraviolet/visible absorption spectra.
The compounds isolated in the 5% formic acid: methanol
(90:10, v/v) solution showed values for concentration that
were in an appropriate range to permit the construction

Table 4. Maximum absorption (L), specific solution used and molar absorptivity of each pomegranate anthocyanin.

Anthocyanins A (nm)
Delphinidin-3,5-diglucoside 520

Cyanidin-3,5-diglucoside 508.5
Delphinidin-3-glucoside 543
Pelargonidin-3,5-Diglucoside diglucoside 510
Cyanidin-3-glucoside 530
Pelargonidin-3-glucoside 496

Specific solution Molar Absorptivity

1% HCl in MeQH 40368*
1% HCl in MeQH 35000
1% HCl in MeOH 29000
1% HCl in MeOH 32360
1% HCl in MeOH 34300

1% HClin H,0 31620™

*Molar absorptivity calculated by spectrophotometry using a commercial analytical standard of the anthocyanin, purchased from Chromadex-

(USA). **Source: Giusti et al. (1999).

6
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Figure 1. Chromatogram of the pomegranate juice anthocyanins (peak 1: delphinidin-3,5-diglucoside; peak 2: cyanidin-3,5-
diglucoside; peak 3: delphinidin-3-glucoside; peak 4. pelargonidin-3,5-diglucoside; peak 5: cyanidin-3-glucoside; peak 6:

pelargonidin-3-glucoside).
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Figure 2. Chromatogram and UV/Vis spectra at 520nm of the isolated anthocyanins: a) delphinidin-3,5-diglucoside; b) cyanidin-
3,5-diglucoside; ¢) delphinidin-3-glucoside; d) pelargonidin-3,5-diglucaside; e) cyanidin-3-glucoside; f) pelargonidin-3-glucoside.

of highly linear calibration curves (Table 5), allowing for
the guantification of the matrix evaluated.

All the six anthocyanins isolated could be used
as analytical standards, since besides the high grade of
purity, the identity of each was confirmed by a reliable
technique, such as high resolution mass spectrometry
(Table 6).

Braz. J. Food Technol, Campinas, v. 17, n. 1, p. 51-57, jan /mar. 2014

As described by Muller et al. (2012) the use of single
isolated anthocyanin standards better reflects the absolute
content of these compounds in a solution than the use of
just one anthocyanin to calculate all their concentrations.
The same authors found higher anthocyanin contents in
blueberries (Vaccinium corymbosum L.) and bilberries
(Vaccinium myrtillus L.), using single isolated standards
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Table 5. Data for the external standard calibration curves.
Anthocyanin

Calibration curve data

Concentration range

Equation
Y=9.89"10%X + 3.45*10¢

Delphinidin-3,5-diglucoside
Cyanidin-3,5-diglucoside
Delphinidin-3-glucoside
Pelargonidin-3,5-diglucoside
Cyanidin-3-glucoside
Pelargonidin-3-glucoside

Y=8.23"10°X + 3*10°
Y=1.09"10"X + 3.35"10¢
Y=4.59"10"X + 4.61°10°
Y=9.65"108X + 2.65"10*
Y=4.59"107X + 4.61"102

(R?) (ug mL)
0.999 3.20-102.34
0.989 25.75-103.00
0.995 3.25-13.00
0.992 0.27-3.58
0.998 1.21-21.21
0.998 0.27-2.16

Table 6. |dentification of the anthocyanins isolated by high resolution mass spectrometry.

Peak t, (min) [M]* (m/z) MS/MS (m/z) Anthocyanin
1 1.8 627.1781 465.1274/303.0672 Delphinidin-3,5-diglucoside
2 2.6 611.1812 449.1287/287.0653 Cyanidin-3,56-diglucoside
3 2.9 465.1115 303.0608 Delphinidin-3-glucoside
4 3.6 595.2229 433.1647/271.1086 Pelargonidin-3,5-diglucoside
5 4.0 4491287 287.0716 Cyanidin-3-glucoside
6 54 433.1424 271.0739 Pelargonidin-3-glucoside

Table 7. Anthocyanin concentrations in raw pomegranate juice and microcapsules obtained by spray drying.

Anthocyanin

Concentration (mg 100g~)*

Raw juice Microcapsules
Delphinidin-3,5-diglucoside 8.32 + 0.45 27.00 + 0.74
Cyanidin-3,5-diglucoside 10.78 £ 0.40 57.42 £+ 117
Delphinidin-3-glucoside 0.53 + 0.01 3.23 = 0.03
Pelargonidin-3,5-diglucoside 0.49 £ 0.02 1.93 £ 0.18
Cyanidin-3-glucoside 550+ 0.18 20.43 + 0.56
Pelargonidin-3-glucoside 0.46 + 0.01 1.49 + 012

*Values expressed as means of two determinations + standard deviation.

in the quantification step than by using cyanindin-3-
glucoside equivalents.

The proposed method is an important tool for
the quality control of pomegranate drinks and other
pomegranate products. The possibility of this evaluation
is important not only for consumers but also for industry,
since it can be used to understand and optimize some
of the operational parameters that could influence the
stability of the bioactive compounds, in this case, more
specifically, of the anthocyanins.

Using the isolated anthocyanins and the calibration
curves prepared, it was possible to evaluate the contents
of these compounds in different pomegranate products
such as juice and the microcapsules obtained by spray
drying, as shown in Table 7.

B 4 Conclusion

The proposed procedure showed that it was
possible to obtain analytical anthocyanin standards with
a high grade of purity from natural sources, and proved

to be a feasible alternative for laboratories to produce
standards according to their research requirements.

Furthermore, these standards could be used in the
analysis of other matrices where the same anthocyanins
are present.
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