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ANALISE E IDENTIFICACAO DAS ANTOCIANINAS
DO MIRTILO DA MADEIRA (Vaccinium padifolium)
E DO MIRTILO DOS ACORES (Vaccinium cillyndraceum)

Cabrita, L.* e Chaves das Neves, H.!

' UBIA, Unidade de Biotecnologia Ambiental, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia, Univ. Nova de Lisboa, 2829-516 Caparica, Portugal.

? Biocolour, Lda., Madan Parque - campus FCT/UNL, 2829-516 Caparica,
Portugal. luis.cabrita@biocolour.com

RESUMO

Analisaram-se as antocianinas dos mirtilos da Madeira e dos Acgores. Os
pigmentos foram isolados por cromatogratia liquida preparativa bi-dimensional
(exclusdo molecular vs fase reversa), e identificados por RMN (1H, CAPT, COSY,
HSQC, HMBC). Em V. padifolium isolou-se e identificou-se a malvidina 3-
rhamnésido, um pigmento muito raro, elevando para 26 o total de antocianinas ja
descritas nesta espécie (3 tri-glicdsidos, 6 di-glic6sidos e 17 monoglucdsidos), das
quais 5 sfio pigmentos novos. H4 ainda alguns pigmentos que niio puderam ser
identificados, ou porque foram isolados em baixissima quantidade, ou porque se
degradaram. Com base em dados cromatogréficos e espectroscdpicos, conclui-se
que os frutos de V. cyllindracewm apresentam as mesmas antocianinas que
V. padifolium mas ainda ficou um pigmento por identificar, que se degradou.
Esta metodologia parece ser adequada para analisar misturas de antocianinas de
matrizes alimentares complexas. Os mirtilos da Madeira e dos Agores apresentam
uma composi¢io em antocianinas muito rica e variada em relagdo ao mirtilo
comum, pelo que podem ser considerados uma boa fonte alimentar de
antocianinas e antioxidantes naturais.

1. INTRODUCAO

Os mirtilo da Madeira e dos Acores sflo espécies endémicas que fazem parte da
Flora Macaronésica. Os seus frutos siio consumidos em fresco, usados para a
produgio de compotas, e na etnofarmacologia local (Vieira, 1992; Rivera e Obén,
1995). Jd foi publicada a identificacio de 25 antocianinas em V. padifolium
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(Cabrita e Andersen, 1999; Cabrita, Frgystein e Andersen, 2000). Este estudo tem
por objectivo acrescentar mais um pigmento 2 lista de pigmentos anteriormente
descrita, a malvidina -3-rhamnésido, e apresentar a composi¢do em antocianinas
do mirtilo dos Agores (V. cillyndraceum).

2. MATERIAIS E METODOS

100 g de frutos maduros de mirtilo da Madeira e de mirtilo dos Acores (Faial)
foram extraidos com 100 mL de MeOH acidificado com 1% de TFA, no
frigorifico a 4°C. Os extractos foram filtrados, concentrados sob vicuo,
particionados contra hexano e acetato de etilo. Os extractos foram entdo
adsorvidos numa coluna de Amberlite XAD-7, lavados com 4gua e eluidos com
MeOH 0,1% TFA. Os extractos purificados foram entio fracionados numa coluna
de Sephadex LH-20 (1000 x 50 mm), usando como fase mdvel um gradiente de
20 a 60 % de MeOH-H20 (acidificada com 0,1% TFA). As frac¢des foram
recolhidas, analisadas numa coluna analitica de fase reversa por HPLC-DAD, e
purificadas numa coluna semi-preparativa de fase reversa. As separacdes
analiticas e semi-preparativas em HPLC-DAD (Dionex) foram executadas em
colunas de fase reversa Luna C18(2), 3p, 150 x 4,6 mm e Luna C18(2), 5y,
250 x 10 mm, respectivamente. A fase mével consistiu nos solventes A (Agua:
Acido Férmico, 9:1) e B (Agua: Acido Férmico:Metanol, 4:1:5), com um
gradiente linear de 10 a 100% B em 30 min, e um fluxo de 0,6 mL/min e 5.0
mL/min, respectivamente.

As experiéncias de RMN foram conduzidas num instrumento Bruker 400 AMX
equipado com uma sonda de detec¢io inversa de 5 mm. Usou-se o sinal do
deuteriometilo “C e o sinal residual de 'H do solvente (CD,0D-CF,CO,D; 95:5
v/v) como referéncias secunddrias (8 49.0 e 3.4 em relacio ao TMS,
respectivamente),

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolaram-se 26 pigmentos dos mirtilos da Madeira e dos Acores. A anilise dos
cromatogramas de HPLC-DAD (detec¢io a 520420 nm) mostra que os perfis
antociiinicos das espécies Macaronésicas siio muito semelhantes entre si.
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Identificagdo dos picos:

( 1 dp 3-gal 14 dp 3-rham
2 dp 3-samb 15 pn 3-gal
I‘ 3dp 3-gle 16 pt 3-ara

# 4 cy 3-gal 17 pn 3-samb
i 5dp 3-ara 18 pn 3-gle
i s 6 cy 3-samb 19 myv 3-gal

L2 s I 7 cy 3-gle 20 mv 3-samb
S L_r\f o| oy U;".s g 8 pt 3-gal 21 pn 3uar
e e [l 1
; s il | cy 3-tri, ~ara
D oo ham R
12 pt 3-tri 25 mv 3-ara

~— 13 pt 3-gle 26 mv 3-rham

Legenda:

dp delfinidina, c¥ cianidina, pt petunidina, pn peonidina, mv malvidina
gle glucose, gal galactose, ara arabinose, samb sambubiose, rut rutinose, tri triglicésido
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4. CONCLUSAO

A composicio em antocianinas dos mirtilos da Madeira e dos Acores € muito
complexa e semelhante, mas pode ser distinguida por HPLC. Além das 25
antocianinas anteriomente analisadas, identificou-se mais um monoglucésido, a
malvidina 3-rhamnésido. E um pigmento muito raro, apenas descrito em
Anagallis arvensis.

Com base na andlise da representagiio bidimensional da separacdo, pode-se
verificar que existem pelo menos mais trés pigmentos (identificados a cinzento),
possivelmente correspondentes aos rhamnosidos de cianidina, petunidina e
peonidina.
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