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RESUMO GERAL

Considerando a importancia de carotenoides e antocianinas, tanto como
pigmentos naturais como pelas suas propriedades antioxidantes, este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de avaliar, por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada aos detectores arranjo de diodos e espectrébmetro de massas
(HPLC-DAD-MS/MS), a composigao de carotenoides e antocianinas em néspera,
jaca e jamboldo, bem como estudar a atividade antioxidante apresentada por
esses pigmentos em diferentes sistemas. Em func&do da coloragao desses frutos,
apenas o jamboldo foi submetido a analise de antocianinas. Cinco cultivares
brasileiros de néspera foram avaliados: Centenaria, Mizauto, Mizuho, Mizumo e
Néctar de Cristal. De vinte e cinco carotenoides separados, vinte e trés foram
identificados, sendo que os principais foram all-trans-p-caroteno (19-55 %), all-
trans-p-criptoxantina (18-28 %), 5,6:5',6’-diepdxi-B-criptoxantina (9-18 %) e 5,6-
epoxi-p-criptoxantina (7-10 %). Os conteudos de carotenoides totais variaram
entre 196 ug/100 g (cv. Néctar de Cristal) e 3020 ug/100 g (cv. Mizumo). Os
cultivares Mizauto, Mizuho, Mizumo e Centenaria apresentaram valores de pro-
vitamina A entre 89 e 162 ug RAE/100 g e podem ser considerados uma boa fonte
desta pro-vitamina. Nos trés lotes de jaca analisados, quatorze dos dezoito
carotenoides identificados foram relatados pela primeira vez, sendo que os
principais foram all-trans-luteina (24-44 %), all-trans-p-caroteno (24-30 %), all-
trans-neoxantina (4-19 %), 9-cis-neoxantina (4-9 %) e 9-cis-violaxantina (4-10 %).
O lote A apresentou o menor conteudo de carotenoides totais (34,1 ug/100 g) e o
menor valor de pro-vitamina A (0,8 ung RAE/100 g), enquanto nos lotes B e C, os
conteudos de carotenoides totais foram de 129,0 e 150,3 ug/100 g e os valores de
pré-vitamina A foram 3,3 e 4,3 ug RAE/100 g, respectivamente. Os frutos de
jamboldo apresentaram dois carotenoides principais: all-trans-luteina (43,7 %) e
all-trans-p-caroteno (25,4 %). A composi¢cdo de antocianinas foi marcada pela

presenca de diglucosideos de cinco das seis agliconas comumente encontradas
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em alimentos, sendo que as principais antocianinas foram delfinidina 3,5-
diglucosideo (45 %), petunidina 3,5-diglucosideo (32 %) e malvidina 3,5-
diglucosideo (15 %). Esse padrao também foi observado para outros flavonoides,
onde o0s principais compostos identificados foram diglucosideos de
diidromirecetina, metil-dildromirecetina e dimetil-dildromirecetina, além de
mirecetina glucosideo e um éster de galoil-glucose. A atividade antirradical ABTS®*
(2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)) do extrato funcional rico em
antocianinas, obtido de frutos de jambolao, foi dependente do pH do meio, com
valores de TEAC (capacidade antioxidante equivalente a Trolox) entre 4,8 umol
Trolox/g fruta (pH 1,0) e 12,7 umol Trolox/g fruta (pH 5,0). Esse extrato funcional
apresentou cerca de 60 % de protecao ao dimetilantraceno frente a oxidagao por
oxigénio singlete, em condi¢gdes de pH 1,0 e 3,0, sendo essa atividade superior
aquela apresentada por outras frutas vermelhas. Padrao de cianidina 3-glucosideo
foi incorporado em lipossomas unilamelares grandes (LUV) preparados em duas
condigdes diferentes de pH (3,1 e 7,4), sendo esses sistemas submetidos a
oxidagao induzida por AAPH (diidrocloreto de o,a’-azodiisobutiramidina) a 37 °C.
Observou-se que as formas de cianidina 3-glucosideo presentes no meio com pH
7,4 (hemiacetais e/ou chalconas e bases quinonoidais), com ECsp = 9,3 + 1,3
umol/L (concentragdo de antioxidante necessaria para obter 50 % de protecao),
apresentaram uma atividade 2,6 vezes maior que as formas presentes no meio
com pH 3,1 (maior proporgao de cation flavilium e hemiacetais), cujo ECsy foi de
23,6 + 0,9 umol/L. Por fim, padrdes de carotenoides, trolox e tocoferol foram
microencapsulados com dois materiais de parede diferentes, goma arabica (GA) e
maltodextrina (MD), por meio da técnica de spray-drying. Quando comparada a
MD, a parede de GA formou dominios hidrofobicos mais rigidos e compactos,
melhorando a solubilizacdo de moléculas apolares e reduzindo a acessibilidade de
moléculas de oxigénio. Devido a efeitos de compartimentalizagdo das moléculas
de antioxidante nas microcapsulas (MC), as constantes de desativacao total (kq)
de oxigénio singlete ('0,) foram cerca de duas ordens de magnitude menores nas

solugdes de MC, quando comparadas aos valores de kg em meio homogéneo.
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SUMMARY

Considering the importance of carotenoids and anthocyanins, as both
natural pigments and antioxidants, the present study was carried out to evaluate,
by high-performance liquid chromatography connected to a photodiode array and a
mass spectrometry detector (HPLC-DAD-MS/MS) the composition of carotenoids
and anthocyanins from loquat, jackfruit and jambol&o fruits, as well as to study the
antioxidant activity showed by these pigments in different systems. Due to the
colour of these fruits, only jambolao was submitted to anthocyanin analysis. Five
loquat cultivars from Brazil were evaluated: Centenaria, Mizauto, Mizuho, Mizumo
and Néctar de Cristal. Twenty five carotenoids were separated, and twenty three of
them were identified. The main carotenoids were all-trans-p-carotene (19-55 %),
all-trans-p-cryptoxanthin (18-28 %), 5,6:5°,6’-diepoxy-p-cryptoxanthin (9-18 %) and
5,6-epoxy-B-cryptoxanthin (7-10 %). The total carotenoid contents ranged from 196
ug/100 g (cv. Néctar de Cristal) to 3020 ug/100 g (cv. Mizumo). Cultivars Mizauto,
Mizuho, Mizumo and Centenaria showed provitamin A values between 89 and 162
ug RAE/100 g, and can be considered good source of this provitamin. In the three
analyzed batches of jackfruit, fourteen of the eighteen identified carotenoids were
reported for the first time in this fruit. The major carotenoids were all-trans-lutein
(24-44 %), all-trans-pB-carotene (24-30 %), all-trans-neoxanthin (4-19 %), 9-cis-
neoxanthin (4-9 %) and 9-cis-violaxanthin (4-10 %). Batch A showed the lowest
total carotenoid content (34.1 ug/100 g) and provitamin A value (0.8 ug RAE/100
g), whereas for batches B and C, respectively, the total carotenoid contents were
129.0 and 150.3 pg/100 g and the provitamin A values were 3.3 and 4.3 ng
RAE/100 g. The jamboldo fruits showed two main carotenoids: all-frans-lutein (43.7
%) and all-trans-p-carotene (25.4 %). The anthocyanin composition was marked by
the presence of diglucosides of five among the six aglycones that are commonly
found in foods. The major anthocyanins were delphinidin 3,5-diglucoside (45 %),
petunidin 3,5-diglucoside (32 %) and malvidin 3,5-diglucoside (15 %). This pattern
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was also observed for other flavonoids, where the main identified compounds were
diglucosides of dihydromyricetin, methyl-dihydromyricetin, and dimethyl-
dihydromyricetin, in addition to myrecetin glucoside and a galoyl-glucose ester.
The scavenging capacity of ABTS™ (2,2'-azinobis(3-ethylbenzthiazoline-6-
sulphonic acid)) showed by the anthocyanin-rich functional extract from jambolao
fruits, was dependent on the medium pH, showing TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) values between 4.8 umol Trolox/g fruit (pH 1.0) and 12.7
umol Trolox/g fruit (pH 5.0). This functional extract showed about 60 % of
protection on dimethylantracene oxidation by singlet oxygen, in pH conditions of
1.0 and 3.0, being this activity higher than those showed by other red fruits.
Cyanidin 3-glucoside standard was incorporated to large unilamelar liposomes
(LUV) prepared at two different pH conditions (3.1 and 7.4). These systems were
submitted to oxidation induced by AAPH (o,o’-azodiisobutyramidine
dihydrochloride) at 37 °C. The cyanidin 3-glucoside forms present in the medium at
pH 7.4 (hemiacetals and/or chalcones and quinonoidal bases), with ECso = 9.3 +
1.3 umol/L (antioxidant concentration required for 50 % protection), showed an
activity 2.6 times higher than that showed by the forms present at pH 3.1 (higher
proportion of flavylium cation and hemiacetals), whose ECsy was 23.6 + 0.9 umol/L.
Finally, carotenoids, trolox and tocopherol standards were microencapsulated with
two different wall materials, gum arabic (GA) and maltodextrin (MD), by the spray-
drying technique. GA wall formed more rigid and compacted hydrophobic domains
than those in the MD microcapsules, improving the solubilization of apolar
molecules and reducing the accessibility of oxygen molecules. Due to
compartmentalization effects of antioxidant molecules in the microcapsules (MC),
the quenching rate constants (kq) of singlet oxygen ('O.) were reduced almost two-
orders of magnitude in MC solutions as compared with those observed in

homogenous media.



INTRODUGAO GERAL

Os pigmentos naturais, tais como carotenoides e antocianinas, presentes
naturalmente nos alimentos, ou adicionados propositalmente, proporcionam cor
aos alimentos, contribuindo para o seu aspecto visual, o qual esta relacionado a
aceitacdo e escolha de um alimento por seus consumidores (Clydesdale, 1993).
Paralelamente, os alimentos podem se beneficiar com a adigdo destes pigmentos
naturais devido, por exemplo, ao seu potencial antioxidante, prevenindo a
oxidacdo de alimentos e matérias-primas alimentares, como 6leos, carnes, leite e

seus derivados, estendendo sua vida-de-prateleira (Decker et al., 2005).

Esses pigmentos também possuem importantes fungdes e agdes
bioldgicas, podendo ser considerados promotores da saude humana (Krinsky,
1994; Kong et al., 2003). Ja é reconhecida a associagao entre a ingestao de frutas
e vegetais e a reducdo do risco de desenvolvimento de diversas desordens
cronico-degenerativas, tais como cancer, inflamagdes, doengas cardiovasculares,
catarata, degeneragcdo macular e outras, sendo os pigmentos um dos grupos de
compostos bioativos aos quais séo atribuidos tais efeitos (Huang et al., 2005;
Lampe, 1999; Serdula et al., 1996; Stanner et al., 2004). Os mecanismos
envolvidos ainda nao foram totalmente elucidados, mas de maneira geral, a
reducdo do risco dessas doencas envolve a reducado ou inibicdo de reacdes de

oxidagao, ou seja, prevengao do estresse oxidativo.

O estresse oxidativo ocorre quando ha um excesso de producido de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e/ou espécies reativas de nitrogénio em
relacdo a atividade do sistema antioxidante enddgeno (enzimatico e néao
enzimatico), ocorrendo um desbalangco entre esses dois sistemas. As ROS
incluem radicais livres, tais como os radicais superdxido, hidroxila, peroxila,
hidroperoxila e alcoxila, e espécies ndo radicalares, tais como oxigénio singlete

('0,) e perdxido de hidrogénio (Choe & Min, 2006). Os estados pré-oxidantes



podem causar lesdes celulares em o6rgaos importantes por meio de danos a
componentes celulares, incluindo acidos graxos polinsaturados, fosfolipidios,
colesterol livre, DNA, proteinas e lipoproteinas. Os antioxidantes, ingeridos com a
dieta ou presentes em alimentos, sdo capazes de retardar ou prevenir 0 processo
oxidativo, por meio da interacdo com essas espécies reativas, desativando-as
(Deshpande et al., 1996).

Entre os métodos desenvolvidos para medir a capacidade antioxidante de
uma amostra bioldgica, estdo aqueles que envolvem a inibigdo de espécies
reativas estaveis (Rice-Evans & Miller, 1994), como, por exemplo, 0 método que
utiliza o cétion radical de 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS®")
(Re et al., 1999). O oxigénio singlete ('O,) é outra espécie reativa muito utilizada
para avaliar a atividade antioxidante de um composto, sendo importante pelo fato
de ocorrer naturalmente nos processos oxidativos. Essa espécie geralmente é
produzida no sistema sob avaliagao por meio de métodos fotoquimicos, onde os
sensibilizadores mais comumente usados sao rosa de bengala e azul de metileno
(Choe & Min, 2006).

O uso de lipossomas, como sistemas mimetizadores de membrana para
avaliar a protecao conferida a um substrato por um antioxidante, tem sido
estimulado devido a estrutura em bicamada, semelhante a fracdo lipidica de
membranas celulares, apresentada por essas vesiculas lipidicas. Além disso, o
uso de lipossomas permite a avaliagao tanto de compostos lipofilicos, presentes
na membrana, como hidrofilicos, presentes na fase aquosa dos lipossomas
(Roberts & Gordon, 2003).

A maioria dos compostos fendlicos, incluindo as antocianinas, destaca-se
pela capacidade de desativar radicais livres, sendo também eficientes como
agentes quelantes de metais bivalentes capazes de produzir ROS através da
reacao de Fenton (Rice-Evans et al.,, 1996). As antocianinas, na forma de cation
flavilium, também podem apresentar boa eficiéncia como desativadores de 'O,

com valores de kq da ordem de 108 L.mol™'s™", como demonstrado por De Rosso et



al. (2008). Embora os carotenoides sejam capazes de desativar radicais livres, a
desativacdo de 'O, constitui o principal mecanismo de acdo desses pigmentos,
que sao considerados os desativadores de '0, mais eficientes (kq na faixa de 10°-
10" L.mol”'s™) (Di Mascio et al., 1989; Miller et al., 1996).

Por outro lado, devido as estruturas quimicas dos carotenoides e
antocianinas, caracterizadas pela presenca de ligagdes duplas conjugadas, esses
pigmentos sao sensiveis a fatores como luz, calor, oxigénio e condi¢gbes de pH do
meio, podendo sofrer degradagdo quando expostos a tais fatores (Furtado et al.,
1993; Mercadante, 2008; Mercadante & Bobbio, 2008). Dessa forma, para facilitar
0 uso desses pigmentos como corantes em alimentos, é desejavel aumentar a sua

estabilidade e uma das alternativas para isso € a microencapsulacgao.

A microencapsulacao é definida como um processo no qual particulas muito
pequenas ou goticulas s&o recobertas por um revestimento, ou sdo embebidas em
uma matriz homogénea ou heterogénea, obtendo-se pequenas capsulas
(Gharsallaoui et al., 2007). Além de tornar mais facil o manuseio do composto
ativo, o objetivo da microencapsulagao é proteger o material de recheio contra
condigdes adversas do ambiente, tais como luz, umidade, oxigénio e interagdes
com outros compostos. Dessa forma, essa técnica aumenta a vida-de-prateleira e
estabiliza o material de recheio (Shahidi & Han, 1993). Na industria de alimentos,
0 processo por spray-dryer, utilizando polissacarideo como material de parede, é o
método mais comumente empregado no preparo de microcapsulas (Risch, 1995),
sendo que a goma arabica e a maltodextrina sdo os materiais de parede mais

usados.

Varios pesquisadores se dedicaram a avaliar o efeito da microencapsulacao
sobre a estabilidade dos carotenoides, entre eles Barbosa et al. (2005); Desobry et
al. (1999) e Rodriguez-Huezo et al. (2004). No entanto, existem poucos estudos a
respeito das propriedades antioxidantes desses compostos apdés a

microencapsulagéo por spray-dryer.
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OBJETIVOS

Considerando a importancia de carotenoides e antocianinas, tanto por suas

propriedades corantes como por suas propriedades antioxidantes, os objetivos do

presente trabalho foram:

1)

7)

Determinar por HPLC-DAD-MS/MS a composicdo de carotenoides

presentes em néspera e jaca.

Determinar por HPLC-DAD-MS/MS a composicdo de carotenoides e

antocianinas presentes em jambolgo.

Estudar a atividade antioxidante, em diferentes condicdes de pH, de um
extrato rico em antocianinas obtido a partir de jambolao, frente ao radical

ABTS e ao oxigénio singlete.

Avaliar a acao antioxidante, em diferentes condi¢bées de pH, da cianidina 3-

glucosideo em um sistema mimetizador de membranas lipidicas.

Microencapsular carotenoides, por meio da técnica de spray-dryer,

utilizando diferentes materiais de parede.

Caracterizar as microcapsulas obtidas quanto a morfologia, tamanho de
particula, eficiéncia de encapsulacdo, comportamento em meio aquoso e

permeabilidade ao oxigénio quando em solugao.

Avaliar o efeito da microencapsulagado dos carotenoides como supressores

(quencher) de oxigénio singlete.
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1. Propriedades fisico-quimicas de carotenoides e antocianinas
1.1. Carotenoides

Os carotenoides sado pigmentos lipossoluveis de coloragdo amarela a
vermelha, encontrados no reino vegetal, animal e em microrganismos. Plantas
superiores e microrganismos sintetizam esses pigmentos, enquanto que os
animais sao incapazes de sintetiza-los, de forma que a presencga de carotenoides

nestes se deve a ingestao por meio da dieta.

A estrutura basica dos carotenoides € um tetraterpeno com 40 atomos de
carbono, formado por oito unidades isoprenoides de cinco carbonos, ligados de tal
forma que a molécula é linear com simetria invertida no centro. Os carotenoides
sdo derivados do fitoeno, cuja estrutura é modificada por meio de reagdes de
dessaturagdo sequenciais que levam a formacdo de fitoflueno, (-caroteno,
neurosporeno e licopeno. A partir do neurosporeno e do licopeno sao formados
muitos outros carotenoides, por meio de novas modificagdes em sua estrutura, tais
como dessaturagéo, ciclizagdo em um ou nos dois grupos terminais, introdugéo de
grupos funcionais contendo oxigénio, encurtamento da cadeia, entre outras
(Britton, 1998; Fraser & Bramley, 2004).

Os carotenoides sao inicialmente divididos em dois grandes grupos, os
carotenos que quimicamente sao hidrocarbonetos e as xantofilas que sé&o
derivados oxigenados. Neste ultimo grupo estado incluidos pigmentos que possuem
em sua estrutura grupos hidroxilicos, carbonilicos, carboxilicos e/ou epéxidos. Os
grupos terminais podem ser também aciclicos, monociclicos ou biciclicos. Muitas
outras modificagdes estruturais ainda s&do possiveis, permitindo a obtencédo de
uma diversidade de estruturas quimicas, com mais de 600 carotenoides ja
isolados (Britton, 1995; Britton et al., 2004). A Figura 1 ilustra alguns exemplos de
diferentes estruturas de carotenoides comumente encontrados em alimentos,
sendo que a estrutura do B-caroteno foi numerada para mostrar o sistema de

numeragao normalmente utilizado para esses pigmentos.
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CAROTENOS

all-trans-B-caroteno

all-trans-o-caroteno L e N S S i e S\

. N i N \ - all-trans-fitoeno

all-trans-licopeno N U U U U N N
XANTOFILAS
OH
X XN X X X X X X X X A NI X X
HO HO . .
all-trans-luteina all-trans-p-criptoxantina
OH
o = D g e N N P W
X X A X X A X XX
o) [¢]
HO
HO . . - v Roor .
all-trans-violaxantina 5,8-epoxi-B-criptoxantina

OH
o
WWO .% A\ Y T Vg
HO

, all-trans-neoxantina
apo-8’-carotenal OH

XTI YN X

HO
all-trans-rubixantina

Figura 1. Estruturas moleculares de carotenoides.

Dessa forma, os carotenoides apresentam na sua cadeia uma série de
ligagbes duplas conjugadas (c.d.b.), gerando por ressonancia um sistema de

elétrons © que se desloca sobre toda a cadeia poliénica, proporcionando a estas
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substancias alta reatividade quimica e absorgdo de luz na regido do visivel.
Quanto maior o numero de c.d.b. na estrutura do carotenoide, mais extenso é o
croméforo e, por conseguinte, maior o comprimento de onda de maxima absorgao
(Amax)- O B-caroteno, por exemplo, possui 11 c.d.b. e apresenta Anmax em 425, 450 e
478 nm, enquanto que a violaxantina, que possui 9 c.d.b., apresenta Anax €m 419,
440 e 470 nm (Figura 1). A presenca de c.d.b. em anel conjugada a cadeia
poliénica do carotenoide também proporciona diferengas no croméforo, como se
observa comparando-se 0s Amax de licopeno (444, 470, 502 nm) e B-caroteno (425,
450, 478 nm), ambos com 11 c.d.b. Sdo necessarias pelo menos 7 ligagdes
duplas conjugadas para que um carotenoide apresente cor. Assim, o fitoeno
(Figura 1), que apresenta apenas 3 c.d.b., e o fitoflueno, que possui estrutura
similar a do fitoeno porém com 5 c.d.b., sdo carotenoides incolores, apresentando
bandas de absorcdo em 276, 286, 297 nm e 331, 347, 367 nm, respectivamente
(Britton, 1995; Britton et al., 2004).

Por outro lado, a alta reatividade quimica proporcionada pelo sistema de
ligagcbes duplas conjugadas torna esses pigmentos susceptiveis a degradacéo sob
condicdes de alta temperatura, meio acido, na presenca de luz, de espécies
reativas de oxigénio, entre outros fatores, podendo sofrer isomerizagdo geométrica
e oxidacdo. Essas alteragdes levam a perda do poder corante e perda/diminuicéo
da atividade biolégica como, por exemplo, da atividade pro-vitamina A, ou ainda
podem formar compostos de baixo peso molecular que influenciam no aroma dos

alimentos (Mercadante, 2008).
1.2. Antocianinas

As antocianinas compreendem o maior grupo de pigmentos hidrossoluveis
do reino vegetal e sdo especialmente caracteristicas das angiospermas, estando
presentes principalmente em flores e frutos, sendo responsaveis por sua

coloragéo azul, vermelha, violeta ou purpura.

Esses pigmentos pertencem a classe dos compostos flavonoides e sao

considerados derivados polihidroxilados e polimetoxilados do cation flavilium com
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15 carbonos (Cs-C3-Cg), que constitui a sua unidade estrutural. O cation flavilium
encontra-se normalmente glicosilado, sendo que também pode ocorrer a presenca

de acidos ligados aos agucares (Strack & Wray, 1994).

O grande numero de antocianinas diferentes, mais de 500, encontrado em
plantas é devido a variagdo na natureza do glicosideo e do acido, ja que até hoje,
apenas 15 agliconas foram caracterizadas. Cerca de 50 destas antocianinas estao
presentes na maioria das frutas ja estudadas. Em alimentos, as agliconas sao
representadas pelas seis antocianidinas mais comuns, das quais a cianidina € a
mais frequente, seguida de peonidina e delfinidina, e por fim pelargonidina,
malvidina e petunidina (Mercadante & Bobbio, 2008; Wu & Prior, 2005). As
estruturas dessas antocianidinas séao ilustradas na Figura 2, onde também s&o
mostrados o sistema de numeragdao e a identificacdo dos anéis A e B,

normalmente utilizados para esses pigmentos.

Antocianidina Cc3 Cc5’

Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Peonidina OCH;,4 H
Petunidina OCH, OH
Malvidina OCH;,4 OCH;,4

Figura 2. Estruturas das antocianidinas mais comuns em alimentos. As colunas
C3’ e C5' correspondem aos grupos funcionais ligados aos carbonos 3’ e 5,

respectivamente.

A maioria das antocianinas em alimentos contém uma ou mais unidades de

monossacarideos, mais comumente glicosilados na posi¢ao 3, algumas vezes em
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3,5 e mais raramente em 3,7. Os monossacarideos mais comumente encontrados
sdo glucose, galactose, ramnose, xilose e arabinose. Entre os dissacarideos, a
rutinose (ramnosil-(1,6)-glucosideo) € o que ocorre com maior frequéncia em
antocianinas de alimentos. No entanto, outros dissacarideos também podem ser
encontrados, quais sejam soforose (2-glucosil-glucosideo), sambubiose (2-xilosil-
glucosideo), latirose (2-xilosil-galactosideo) e laminariobiose (3-glucosil-
glucosideo) (Mercadante & Bobbio, 2008; Strack & Wray, 1994).

A influéncia do pH sobre a cor e a estabilidade das antocianinas € bem
conhecida; em solugdo aquosa ha uma mistura de diversas estruturas em
equilibrio quimico: cation flavilium (vermelho), bases quinonoidais (azul),
pseudobases carbinol ou hemiacetais (incolor) e chalconas (amarelo claro/incolor).
Os valores das constantes de equilibrio determinam as principais espécies
presentes e a cor da solugdo. Se a constante de equilibrio de desprotonacéo (Ka)
€ maior que a constante de equilibrio de hidratagao (Kn), o equilibrio é deslocado
para a formacédo da base quinonoidal (A) e se K, > K, 0 equilibrio € deslocado
para a formagao dos hemiacetais (B) que estdo em equilibrio com as espécies all-
trans- e cis-chalcona (C). A quantidade relativa de cada forma em equilibrio varia
em funcéo do pH e da estrutura da antocianina (Houbiers et al., 1998; Mercadante
& Bobbio, 2008). Em pH inferior a 2, as antocianinas apresentam-se basicamente
na forma de cation flavilium (AH") (Brouillard, 1982). A Figura 3 apresenta o
esquema das transformacdes estruturais de antocianinas em solugcdo aquosa

acida.



16

cis-chalcona (cis-C) trans-chalcona (trans-C)

Figura 3. Transformacgdes estruturais das antocianinas em solugdo aquosa acida.
Adaptado de Mercadante & Bobbio (2008).

A estabilidade das antocianinas € influenciada ainda pela presenca de
calor, luz e oxigénio, que levam a degradagdo desses pigmentos com
consequente formagédo de compostos poliméricos e derivados do acido benzoico e
do benzaldeido como produtos finais (Furtado et al., 1993). Além disso, como o
cation flavilium ¢é deficiente em elétrons, esta espécie é altamente reativa, instavel
e susceptivel a ataques por reagentes nucleofilicos, tais como agua, peroxidos e

dioxido de enxofre.

As substituicbes presentes no cation flavilium, tais como grupos hidroxila,

metoxila, agucares e agucares acilados, tém efeito marcante na intensidade da cor
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e na estabilidade destes pigmentos. As antocianinas de estruturas mais
complexas sdo relativamente mais resistentes ao efeito do calor e luz quando
comparadas as antocianinas nao aciladas (Mercadante & Bobbio, 2008). A
aglicona cianidina apresenta valor de pKy menor que os valores de pK; das
cianidinas glicosiladas e aciladas, indicando menor resisténcia da antocianidina a
hidratagdo. Além disso, a glicosilagdo na posicdo 5 da antocianidina diminui a
constante de hidratagdo (K;), pois a reducdo na densidade eletronica do anel
pirilium favorece o ataque nucleofilico da agua, aumentando a formacgado de
hemiacetal (Stintzing et al., 2002). lacobucci & Sweeney (1983) verificaram que o
tempo de meia-vida da cianidina-3-rutinosideo em pH 2,8, a temperatura
ambiente, foi de 65 dias, enquanto que o da aglicona cianidina foi de apenas 12 h

nas mesmas condigdes.

2. Composigao de carotenoides e antocianinas em frutas

A composicdo de carotenoides e antocianinas em frutas é influenciada pelo
estagio de maturacao dos frutos, assim como por fatores genéticos, geograficos
e/ou de condi¢cdes de cultivo da planta, uma vez que esses fatores influenciam as
vias de biossintese desses pigmentos (Britton, 1998; Siriwoharn et al., 2004).
Estudos com diferentes cultivares de Citrus (Dhuique-Mayer et al., 2005),
Capsicum annuum (Collera-Zuniga et al., 2005), Hippophae rhamnoides (Raffo et
al., 2004), amora preta (Siriwoharn et al., 2004) e framboesa (Ancos et al., 1999),
por exemplo, mostram a influéncia do fator genético na composicdo de
carotenoides e/ou flavonoides. Por outro lado, estudos com amostras de manga
provenientes da Bahia (Mercadante et al., 1997) e de Sdo Paulo (Mercadante &
Rodriguez-Amaya, 1998) demonstram a influéncia do fator geografico na

composicao de carotenoides.

Dos mais de 600 carotenoides que ocorrem na natureza, somente cerca de
100 foram listados como presentes em frutas e vegetais (Fraser & Bramley, 2004).

A composigcdo de carotenoides de varias frutas tropicais, tais como acerola (De
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Rosso & Mercadante, 2005), caja (Hamano & Mercadante, 2001), caju (Cecchi &
Rodriguez-Amaya, 1981, Assuncédo & Mercadante, 2003), camu-camu (Zanatta &
Mercadante, 2007), mamao papaya (Kimura et al., 1991), maracuja (Silva &
Mercadante, 2002) e manga (Godoy & Rodriguez-Amaya, 1989; Mercadante &
Rodriguez-Amaya, 1998) ja foi determinada, mas ainda existem muitas frutas ou
novos cultivares cujas composi¢cdes devem ser determinadas. Além disso, varias
outras merecem ser re-avaliadas através de técnicas com maior poder de
separagao, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), ou que permitam
a confirmagdo da identidade, como o uso de detectores de arranjo de diodos

(DAD) e de espectrometria de massas (MS) acoplados ao HPLC.

A composigao de carotenoides de alguns cultivares de néspera (Eriobotrya
japonica Lindl., ROSACEAE) foi avaliada por varios pesquisadores, que
empregaram cromatografia em camada delgada (TLC) (Kon & Shimba; 1988),
cromatografia em coluna aberta (OCC), TLC e MS (Gross et al., 1973), OCC e
TLC (Godoy & Rodriguez-Amaya, 1995), e HPLC (Breithaupt et al., 2002). Em
todos os cultivares estudados (Tai, Tanaka, Golden Nugget e alguns cultivares
nao especificados), os principais carotenoides encontrados foram B-criptoxantina e

[-caroteno.

Em jaca (Artocarpus heterophyllus, MORACEAE) foram encontrados os
carotenoides luteina, B-criptoxantina, a-caroteno e [-caroteno, em estudos que
utilizaram OCC ou HPLC (Chandrika et al., 2005; Setiawan et al., 2001; Tee & Lim;
1991). Além desses carotenoides, foram identificados crocetina (Chandrika et al.,
2005) e licopeno (Setiawan et al., 2001) nessa fruta, apesar da cor clara da polpa
da jaca e de crocetina ser um carotenoide que, até entdo, sé havia sido
encontrado em acafrdo e gardénia (Caballero-Ortega et al., 2007; Pfister et al.,
1996).

A composi¢cdo de antocianinas de diversas frutas, especialmente as de
clima temperado, tem sido estudada ao longo dos anos. Recentemente,

pesquisadores re-avaliaram a composicdo de antocianinas de frutas como
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blackcurrant (Nielsen et al., 2003), cereja azeda (Chaovanalikit & Wrolstad, 2004),
morango (Cordenunsi et al., 2002) e framboesa (Beekwilder et al., 2005) utilizando
HPLC. Nos ultimos anos, HPLC-DAD-MS/MS, as vezes acompanhada de
ressonancia magnética nuclear (NMR), tem sido aplicada na determinagcdo da
composicado de antocianinas de algumas frutas tropicais, como acgai (Gallori et al.,
2004), baguagu (Kuskoski et al., 2003), acerola (De Rosso et al., 2008a;
Hanamura et al., 2005) e camu-camu (Zanatta et al., 2005).

As principais antocianinas de jamboldo foram identificadas como 3,5-
diglucosideos de delfinidina, petunidina e malvidina (Brito et al., 2007; Li et al.,
2009; Veigas et al., 2007). No entanto, ndo foram encontradas na literatura
informacdes a respeito da identificacdo de compostos fendlicos ndo antocianicos,

assim como de carotenoides, em frutos de jambolao.

O Quadro 1 apresenta algumas frutas, representantes das familias
MORACEAE, MYRTACEAE e ROSACEAE, cujos pigmentos, carotenoides e/ou
antocianinas, foram investigados. Devido a grande diferenga estrutural entre
carotenoides e antocianinas, ndo € surpresa que poucos pesquisadores tenham
determinado a composigdo de ambos pigmentos na mesma amostra. Sian & Ishak
(1991) determinaram os teores totais de carotenoides e antocianinas em maméo e
abacaxi. Entretanto, os pigmentos ndo foram identificados. Em nosso grupo, a
composicao de carotenoides e de antocianinas foi avaliada em duas variedades
de acerola provenientes de duas safras (De Rosso & Mercadante, 2005; De Rosso
et al., 2008a), em camu-camu coletado em duas regides do Estado de S&o Paulo
(Zanatta et al., 2005; Zanatta & Mercadante, 2007) e em frutos de dovyalis e
tamarillo (De Rosso & Mercadante, 2007).
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Quadro 1. Composicao de carotenoides e/ou antocianinas de algumas frutas das familias
MORACEAE, MYRTACEAE e ROSACEAE

Carotenoides

Antocianinas

Frutas . . a Referéncias b Referéncias
principais principais
Ii(J Figo zeaxantina (14,2) Englberger et al. n.d. -
§ (F. tinctora) luteina (5,9) (2006)
DO: Figo n.d. - cyd 3-rut (55-81) Dueiias et al.
= (F. carica) cyd 3-glu (8-18) (2008)
Baguacu n.d. - mvd 3-glu (26) Kuskoski et al.
(E.umbelliflora) ptd 3-glu (26) (2003)
" pnd 3-glu (23)
ﬁ Camu-camu luteina (1,6-6,0) Zanatta & cyd 3-glu (88-90) Zanatta et al.
F_t) (M. dubia) B-caroteno (0,7- Mercadante (2007) dpd 3-glu (4-5) (2005)
g 1,4)
Pitanga licopeno (33) Filho et al. (2008) dpd 3-glu (nd) Einbond et al.
(E. uniflora) rubixantina (16) cyd 3-glu (nd) (2004)
B-criptoxantina (15)
Ameixa B-caroteno (nd) Gross (1987) cyd 3-rut (45) Hong & Wrolstad
(P. domestica) cis-violaxantina cyd 3-glu (37) (1990)
g (nd)
'éJ Amora preta luteina (2,7) Marinova & cyd 3-glu (57) Hong & Wrolstad
é (Rubus spp.) B-caroteno (1,0) Ribarova (2007) cyd 3-rut (30) (1990)
o

Péssego

(P. persica)

B-criptoxantina
(5,3-7,9)

Sentanin & cyd 3-glu (93-97)
Rodriguez-Amaya

(2007)

Tomas-Barberan
et al. (2001)

® Teores expressos em ug/g; ® Teores expressos em %; n.d.: ndo determinado.

cyd — cianidina, mvd — malvidina, ptd — petunidina, pnd — peonidina, dpd — delfinidina, glu- glucose,

rut — rutinose.

3. Atividade antioxidante

3.1. Oxigénio singlete e radicais livres

Um antioxidante pode ser definido como uma substancia que, quando

presente em baixas concentracbes em relacido aquelas de um substrato oxidavel,
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previne ou retarda significativamente o processo oxidativo, iniciado por um pro-
oxidante, do substrato. Um pro-oxidante (ou espécie reativa) € uma substancia
que causa dano por meio de oxidacdo a lipidios, proteinas e acidos nucleicos,
resultando em varios efeitos patoldgicos e/ou doengas (Prior & Cao, 1999). Do
ponto de vista dos alimentos, os processos oxidativos podem influenciar na
qualidade nutricional e sensorial (sabor e aroma, principalmente) do alimento,
refletindo na aceitabilidade por parte do consumidor, bem como na toxicidade do

alimento que sofreu oxidacgao.

Entre os métodos desenvolvidos para medir a capacidade antioxidante de
uma amostra biologica, estdo aqueles que envolvem a inibigdo de espécies
reativas estaveis (Rice-Evans & Miller, 1994). Na maioria dos métodos de inibigao,
um pro-oxidante, normalmente um radical livre estavel, € inibido na presenca de
um antioxidante. Essa inibicdo € medida e relatada como capacidade antioxidante

do composto empregado como antioxidante no sistema (Prior & Cao, 1999).

A geracdo do cation radical de 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonato) (ABTS) forma a base de um dos métodos espectrofotométricos que tém
sido aplicados para medir a atividade antioxidante de diferentes sistemas (Re et
al.,1999), como solugdes de substancias puras (Pannala et al., 2001), misturas
aquosas e bebidas (Rivero-Pérez et al., 2007). Um formato mais apropriado para o
ensaio com radical ABTS (ABTS®") se constitui em uma técnica de descoloragéo
em que o radical é gerado diretamente em uma forma estavel antes da reagao
com o antioxidante a ser avaliado (Re et al., 1999). A equacéao 1 ilustra a formagao
do cation ABTS® por meio da reacdo com persulfato de potassio, sendo a
estrutura do radical mostrada na Figura 4. O ABTS"" possui maximos de absorgao
na regiao do visivel nos comprimentos de onda 645 nm, 734 nm e 815 nm, além
de um pico a 415 nm. A adicdo de antioxidantes reduz o ABTS®" tornando-o
incolor, em uma extensdo e escala de tempo dependente da atividade e
concentracdo do composto antioxidante, bem como da duragao da reagdo. Assim,
a extensdo da descoloragdo do ABTS® como porcentagem de inibicdo é

determinada como uma funcéo da concentragcao e tempo e calculada em relagao a
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reatividade do Trolox, como um antioxidante de referéncia, nas mesmas condi¢des
(Re et al., 1999).

S,0, 2 +2ABTS— 2SO0, +2ABTS* (1)
) g ]
CH, CH,
N N

'SO/@S%N_N#SD\SO'

Figura 4. Estrutura molecular do cation radical ABTS®".

Além dos radicais livres, uma outra espécie envolvida nos processos
oxidativos € o oxigénio no estado singlete, '0,, uma forma de oxigénio altamente
reativa que pode ser gerada por um processo de transferéncia de energia a partir
de um sensibilizador. Embora seja uma consequéncia normal do metabolismo
aerobio, a produgdo de 'O, em meios biolégicos pode ser prejudicial se for
excessiva e ja foi comprovado que essa espécie é responsavel pela iniciagdo de
cadeias de oxidacao nas células, causando danos tais como destruicao de DNA e
peroxidacao lipidica (Piette, 1991; Giritti, 1990).

O '0, pode ser produzido por processos fisicos, quimicos e fotoquimicos.
Os métodos fisicos envolvem descarga gasosa, sendo as descargas de microndas
ou radiofrequéncias as fontes convenientes de geragdo de 'O, em fase gasosa.
Os meétodos quimicos podem ser por reagdo de peréxido de hidrogénio com
hipoclorito de sddio; por decomposicdo de adutos formados com 0zdnio; ou por
decomposicdo térmica de endoperoxidos. Nos métodos fotoquimicos, um

sensibilizador (S) absorve luz visivel e/ou UVA, formando, a partir do estado
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singlete fundamental, o estado triplete excitado (S*) (equacédo 2). O sensibilizador
no estado excitado, por sua vez, transfere energia para o oxigénio molecular no
estado fundamental (*0,), produzindo 'O, e voltando ao seu estado fundamental S
(equacéao 3). Entre as substancias que atuam como sensibilizadores pode-se citar

clorofila, riboflavina, azul de metileno e rosa de bengala (Choe & Min, 2006).

S yg* 2)
S*+°0,—fa 38+'0, (3)

A desativacdo de '0, em solucdo pode ocorrer por processos
unimoleculares (fosforescéncia, interagdo com o solvente ou desativagdo néao
radioativa) ou bimoleculares por colisdo com uma substéncia desativadora (Q). O
decaimento natural de 'O, é determinado pelos processos de fosforescéncia e de
interacdo com moléculas do solvente (equagéo 4), considerando que o tempo de
vida natural (tp) da espécie '0, ¢é especifico para cada solvente. O processo de
desativag&o bimolecular pode ser por supresséo fisica (kp), ou por reagdo quimica
(kc), ou ambos simultaneamente (equagdes 5 e 6). A constante de velocidade de
desativacao total de 0, por um composto antioxidante (kg) corresponde ao
somatorio das constantes de desativagao fisica e quimica (Choe & Min, 2006;
Montenegro et al., 2004, 2007).

'0,—4£ 520, + ho(1270nm) + calor (4)
'0, +Q—2—*0, + Q+calor (5)
'0, + Q—*—Produtos de oxidagéo (6)

O sistema de ligagbes duplas conjugadas € responsavel pela alta
capacidade dos carotenoides de desativar 'O, que é o principal mecanismo de
acdo antioxidante destes pigmentos, com valores de kq na faixa de 10° a 10™
L.mol's™" (Di Mascio et al, 1989). Em geral, a atividade antioxidante dos

carotenoides aumenta com o aumento do numero de ligagdes duplas conjugadas
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(Di Mascio et al., 1989; Miller et al., 1996). Os carotenoides desativam o 'O,, bem
como estados tripletes excitados de sensibilizadores (S*), principalmente por
supressao fisica, resultando no sensibilizador no estado fundamental (S) ou
oxigénio molecular no estado fundamental (*0,), em um processo envolvendo
transferéncia de energia (Montenegro et al., 2004; Rios et al., 2007). No caso de
desativacdo quimica, ocorre adicdo de 'O, ao carotenoide formando apo-
carotenais e epoxidos, incluindo endoperoxidos (Stratton et al., 1993). Além da
atividade frente ao 'O, os carotenoides também s&o capazes de desativar

radicais livres, inibindo a etapa de propagacéo na peroxidacao lipidica.

Por outro lado, a maioria dos compostos fendlicos, incluindo as
antocianinas, destaca-se pela capacidade de desativar radicais livres, doando um
atomo de hidrogénio ou transferindo um elétron, reagdes que podem ocorrer
paralelamente, mas cujas velocidades podem ser diferentes. Outro mecanismo de
acao antioxidante deste tipo de molécula é através da quelagdo de metais
bivalentes capazes de produzir espécies reativas de oxigénio (ROS) através da
reagcdes como a reagao de Fenton (equacao 7). Embora os carotenoides sejam
conhecidos como os desativadores de 'O, mais eficientes, os flavonoides também
apresentam uma boa capacidade de desativacdo de '0, com valores de kq na
faixa de 10° a 10° L.mol's™ (Nagai et al., 2005; Tounaire et al., 1993).

Fe* +H,0, ——Fe*" + OH +HO" (7)

A atividade antioxidante de carotenoides e antocianinas em diferentes
sistemas vem sendo estudada ao longo dos anos. Miller et al. (1996) compararam
as atividades de diferentes carotenoides frente ao radical ABTS®" em sistema
homogéneo, relatando que licopeno e p-caroteno apresentaram as melhores
atividades nas condi¢des estudadas. Montenegro et al. (2007) avaliaram o efeito
protetor exercido por licopeno microencapsulado em goma arabica frente a foto-
oxidagdo das vitaminas presentes em leite e obtiveram resultados positivos,
embora apenas cerca de 5 % de 45 % dessa protegao tenha sido atribuida ao

licopeno propriamente dito. De Rosso et al. (2008b) estudaram a capacidade de
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diferentes antocianinas, na forma de cation flavilium, de desativar o oxigénio
singlete em sistema homogéneo, encontrando valores de kq que variaram entre 3
x 10® L.mol™'s™ (cianiadina 3-galactosideo) e 6 x 10 L.mol's™” (malvidina). Esses
estudos demonstram que tanto carotenoides como antocianinas apresentam, de
uma forma geral, boa capacidade antioxidante. No entanto, os resultados obtidos
em estudos de atividade antioxidante podem variar em fungcédo das condigbes em
que o trabalho é desenvolvido, sendo importante considerar que fatores tais como
tipo de sistema (sistema homogéneo, emulsdo, membrana, ocorréncia de
compartimentalizagdo), espécie reativa utilizada, método de acompanhamento da
oxidacao, tipo de composto utilizado como alvo da oxidacao, entre outros, podem

influenciar no resultado obtido.
3.2. Lipossomas

Os lipossomas ou vesiculas lipidicas sdo agregados formados a partir de
dispersdes aquosas de moléculas anfifilicas, tais como lipidios polares, que
tendem a produzir estruturas bimoleculares. Essas particulas geralmente
apresentam forma esférica e podem conter uma camada simples ou multiplas

camadas de membranas (Lasic, 1998).

Os lipossomas que contém apenas uma camada de membrana bimolecular
sdo chamados de vesiculas unilamelares pequenas (< 30 nm) ou grandes (30-100
nm), cujas abreviaturas em inglés sdo SUV (small unilamellar vesicle) e LUV (large
unilamellar vesicle), respectivamente. Os lipossomas que contém mais de uma
camada de membrana bimolecular sdo chamados vesiculas multilamelares (MLV
— multilamellar vesicle) se todas as camadas sdo concéntricas, ou multivesiculares
(MVV — multivesicular vesicle) nos casos em que algumas vesiculas de tamanhos

aleatodrios sao englobadas no interior de uma outra vesicula (Taylor et al., 2005).

O interior dos lipossomas consiste em uma solu¢gdo aquosa com a mesma
composi¢cédo quimica do meio no qual os lipossomas foram formados, uma vez que
as fragcdoes polares das moléculas de lipidio que constituem a membrana se

orientam para as superficies interna e externa da membrana, mantendo as
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cadeias hidrofébicas desses lipidios no interior da membrana (Figura 5).
Quimicamente, os lipossomas sao constituidos essencialmente por fosfolipidios,
embora outros lipidios como galactolipidios possam ser incorporados. O
fosfolipidio mais abundante é a fosfatidilcolina, ou lecitina como também é&
conhecida, a qual se constitui em uma molécula de glicerol contendo dois acidos
graxos (parte hidrofobica da molécula) e um fosfato ligado a um grupo colina
(parte hidrofilica) (Taylor et al., 2005).

B1 Parte hidrofilica
§ F R
—— Parte hidrofilica
2501 | "./ ‘ ‘ Solugao
- e aquosa
Y i b .
; \ 3
g eeee SN o
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.‘ !‘L ] ;. aquosa Parte hidrofilica
Swe

Solvente orgéanico
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\

Parte hidrofébica

Figura 5. Estruturas da membrana bimolecular de lipossomas (A) e de micelas
(B1 e B2).

Em contraste com outros agregados de surfactantes como micelas, os
lipossomas ndo se formam espontaneamente em meio aquoso, portanto, a sua
formacgao requer energia, a qual € maior ou menor conforme o tipo de lipossoma a
ser produzido. Vesiculas multilamelares (MLV) séo facilmente formadas quando
lipidios polares capazes de formar camadas bimoleculares sédo dispersos em meio

aquoso sob agitacdo moderada. Por outro lado, para produzir vesiculas



27

unilamelares a partir de MLVs é necessario o fornecimento de energia suficiente
para romper a estrutura da vesicula multilamelar e forgcar a formagao de vesiculas
unimodais (com uma camada de membrana bimolecular). As técnicas mais
comumente aplicadas sdo baseadas no fornecimento de energia mecanica, como,
por exemplo, extrusdo por membrana, agitacdo por ultrassom de alta intensidade

e homogeneizacéo a alta pressao (Lasic, 1998; Taylor et al., 2005).

Na extrusdo por membrana, a fase dispersa contendo lipossomas grandes
(MLV) é forcada a passar através de uma membrana ou filtro com uma distribui¢ao
uniforme de tamanho de poro, geralmente em torno de 100 nm, produzindo um
grupo homogéneo de vesiculas menores unilamelares. Isto se deve a que a
passagem forcada através dos poros do filtro exerce forgas de cisalhamento que
causam ruptura das membranas dos lipossomas, seguido por um rapido rearranjo
em vesiculas menores. O processo de extrusdo € influenciado pela temperatura,
tamanho dos poros da membrana usada para filtrar e presséo aplicada durante o
processo. Para que a extrusao seja bem sucedida é recomendado que o0 processo
seja realizado acima da temperatura de transigao gel-cristal liquido dos lipidios
usados na producdo dos lipossomas. O tamanho dos lipossomas € menor quanto
menor forem os poros da membrana usada no filtro e quanto maior a pressao

aplicada durante o processo (Hunter & Frisken, 1998; Taylor et al., 2005).

A estrutura em bicamada semelhante a fracdo lipidica de membranas
celulares tem estimulado o uso de lipossomas como sistemas mimetizadores de
membrana para avaliar a prote¢cdo conferida a um substrato por um antioxidante.
O uso desse sistema como método para avaliacdo de propriedades antioxidantes
permite a avaliacdo tanto de compostos lipofilicos, presentes na membrana, como

hidrofilicos, presentes na fase aquosa dos lipossomas (Roberts & Gordon, 2003).

Os lipossomas podem ser empregados para avaliar o efeito protetor de um
antioxidante tanto sobre a oxidacgao lipidica, como sobre a oxidagao de proteinas.
Para isso utiliza-se uma proteina, como a lactoalbumina, por exemplo, junto com o
lipidio polar, no preparo do sistema de membranas. Métodos que se baseiam na

perda de fluorescéncia do triptofano ou na formagdo de grupos carbonila na
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proteina podem ser utilizados para acompanhar a oxidagédo proteica (Viljanen et
al., 2004a,b).

Cantrell et al. (2003) avaliaram a capacidade de desativagdo de oxigénio
singlete por padroes de carotenoides incorporados em lipossomas unilamelares,
sendo que as maiores constantes de desativagao foram obtidas para B-caroteno e
licopeno (23 a 24 x 10® L.mol's™") e a menor para luteina (1,1 x 108 L.mol's™"). Em
um estudo sobre o efeito protetor de diversos compostos antioxidantes sobre a
oxidagdo lipidica iniciada por radicais livres em lipossomas, utilizando trolox como
antioxidante de referéncia, Zhang et al. (2006) relataram que a quercetina e o
acido cafeico foram os compostos fendlicos com maior atividade antioxidante
(TEAC de 4,3 e 3,9, respectivamente), o a-tocoferol foi 1,7 vezes mais efetivo que
o trolox, e o B-caroteno foi o composto que apresentou menor atividade (TEAC
nao relatado). Em ambos os trabalhos (Cantrell et al., 2003; Zhang et al., 2006), os
autores relataram que a atividade antioxidante foi influenciada pela formacao de
agregados entre as moléculas de alguns antioxidantes e pela forma de interagéao
dos compostos com a membrana (localizagao e/ou posigao relativa das moléculas
no sistema, distribuicdo dos compostos entre as fases aquosa e lipidica,
mobilidade de compostos hidrofébicos no interior da membrana, alteragcao das

propriedades fisicas da membrana pela presenca de compostos hidrofébicos).

No trabalho relatado por Viljanen et al. (2004a), antocianinas isoladas de
frutas, contendo misturas de glicosideos de delfinidina, cianidina e petunidina,
incorporadas em lipossomas contendo lactoalbumina, preparados por meio de
ultrassom com solucdo tampao pH 6,6, apresentaram inibicdo de 27-54 % na
formacgao de dienos conjugados e 84-99 % na formagéo de hexanal apds 6 dias de
oxidagdo induzida por cobre a 37 °C. Em outro trabalho do mesmo grupo,
utiizando o mesmo sistema para avaliacdo de padrdes de antocianinas, as
maiores porcentagens de inibicdo foram obtidas para pelargonidina e derivados
glicosilados de cianidina, com inibigdes nas faixas de 77-83 % e 97-98 % para
dienos conjugados e hexanal, respectivamente, para 10 umol/L de antocianina

incorporada nos lipossomas (Viljanen et al., 2004b).
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Em lipossomas previamente preparados, por meio de ultrassom, com
solugdo tampao pH 7,4, a adicdo de 50 umol/L de cianidina ou cianidina 3-
glucosideo reduziu em 30 e 34 %, respectivamente, a formagédo de malondialdeido
(determinado por HPLC) induzida por dihidrocloreto de o,o’-azodiisobutiramidina
(AAPH) a 37 °C (Tsuda et al.,, 1994). A mesma concentragdo de cianidina (50
umol/L) adicionada ao mesmo tipo de lipossomas (obtido por ultrassom, pH 7,4),
submetidos a oxidagao induzida por cobre a 37 °C, inibiu em 85 % a formacéao de

substancias reativas ao acido tiobarbiturico (Hassimotto et al., 2005).

Hassimotto et al. (2005) também utilizaram esse sistema (lipossomas
previamente preparados, por meio de ultrassom, em pH 7,4, submetidos a
oxidagado induzida por cobre a 37 °C) para avaliar a atividade antioxidante de
extratos vegetais. Esses autores relataram que as amostras ricas em
antocianinas, entre elas acerola, agai, amora, jambolao, alface roxa, repolho roxo
e feijao preto, apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo da oxidagao
lipidica, com valores da ordem de 90 %, chegando a 100 % de inibigdo no caso do

feijao preto.

O uso de lipossomas em estudos de atividade antioxidante permite a
avaliacdo da oxidacdo de diferentes maneiras utilizando um mesmo sistema, por
meio de ajustes no método empregado. Por exemplo, de acordo com o iniciador
da oxidacdo escolhido, pode-se avaliar o efeito de um antioxidante sobre a
oxidacédo iniciada por radicais livres ou por oxigénio singlete. A incorporagéo de
uma proteina na membrana lipidica permite a avaliar o efeito sobre a oxidagao de
proteinas, além da oxidacéo lipidica. Compostos hidrofilicos e hidrofébicos podem
ser incorporados silmultaneamente ao sistema para avaliagao do efeito combinado

de antioxidantes.
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4. Microencapsulagao de pigmentos

A microencapsulacéo € definida como um processo no qual particulas muito
pequenas ou goticulas sdo recobertas por um revestimento, ou sdo embebidas em
uma matriz homogénea ou heterogénea, obtendo-se pequenas capsulas. A
microencapsulagdo prové uma barreira fisica entre o composto encapsulado e os

demais componentes do meio (Gharsallaoui et al., 2007).

O material que é recoberto, que pode ser um liquido (como na maioria dos
casos), um solido ou um gas, pode ser referido por varios termos, tais como
material de recheio, composto ativo, fase interna, entre outros. O material que
forma o recobrimento pode ser denominado como material de parede, membrana,

carreador, revestimento, entre outros (Risch, 1995).

Na area de alimentos, o recheio pode ser composto por um ou por varios
ingredientes e a parede da microcapsula pode ser constituida por uma camada
simples ou dupla. Na pratica, o recheio pode ser um material cristalino, uma
particula adsorvente, uma emulsdo, uma suspensdo de solidos, ou uma

suspensao de microcapsulas menores (Gharsallaoui et al., 2007).

A escolha do material de parede depende das propriedades fisicas e
quimicas do composto a ser encapsulado, do processo a ser empregado para
obter as microcapsulas e das propriedades finais desejadas para as
microcapsulas. O material de parede deve possuir solubilidade diferente daquela
apresentada pelo recheio e ndo deve reagir com o mesmo. Em geral, polimeros
insoluveis em agua sao utilizados para encapsular materiais hidrossoluveis, e o
inverso para compostos lipossoluveis (Jackson & Lee, 1991). No entanto,
dependendo da aplicagao, podem existir casos em que seja necessario o uso de

ambas as fases (interna e externa) com a mesma polaridade (ou solubilidade).

A encapsulacdo pode ser usada para diferentes finalidades, que variam
também com a area em que esse processo € empregado. Dentro da area de

alimentos, a encapsulagao pode ser empregada, por exemplo, para aumentar a
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estabilidade de um ingrediente ou aditivo, facilitar o seu manuseio e/ou transporte
(por exemplo, fazendo com que um ingrediente liquido passe a se comportar como
um solido), permitir que um ingrediente ou aditivo tenha uma liberagao controlada
no meio onde é adicionado, facilitar a dispersao no meio, isolar um composto do
restante dos componentes do meio, alterar propriedades de superficie de
materiais, reduzir a volatilidade de liquidos, e mascarar o gosto de um
determinado composto (Jackson & Lee, 1991; Risch, 1995; Shahidi & Han, 1993).

Caracteristicas como forma e tamanho das microcapsulas dependem do
material e métodos empregados no preparo das mesmas. Os diferentes tipos de
microcapsulas sao produzidos a partir de uma ampla faixa de materiais de parede
e por meio de diferentes processos, tais como spray-drying, extrusdo, spray-
cooling, coacervagao, gelificagdo, entre outros (Desai & Park, 2005; Shahidi &
Han, 1993). A selegcdo do método depende de aspectos econdmicos, sensibilidade
do recheio, tamanho de microcapsula desejado, propriedades fisico-quimicas
tanto do recheio como do material de parede, aplicacdo das microcapsulas e

mecanismo de liberagao (Jackson & Lee, 1991).

O método de spray-drying € a tecnologia mais comum na
microencapsulacdo de ingredientes alimenticios, devido ao baixo custo de
producdo e a disponibilidade do equipamento (Gharsallaoui et al., 2007; Risch,
1995). De forma geral, o preparo de microcapsulas por spray-dryer consiste em
obter uma solugdo ou suspensdo do material de parede, geralmente goma e/ou
proteina, em agua e adicionar nesse meio o material de recheio. A mistura, entdo,
€ homogeneizada e seca em secador do tipo spray-dryer, obtendo-se um material
em po6 como produto final. A homogeneizagdo tem o objetivo de promover uma
emulsao e em geral quanto menores as particulas da emulsdo, maior é a retencéo

de recheio durante a secagem, ou seja, maior a eficiéncia de encapsulagéo.

Os carboidratos, tais como a maltodextrina e a goma arabica, estdo entre
os materiais de parede mais comumente utilizados na microencapsulacdo por
spray-dryer. A maltodextrina, que € um carboidrato obtido a partir de hidrdlise

parcial do amido, prové boa estabilidade oxidativa para 6leos encapsulados, por
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exemplo. No entanto, esse material possui baixa capacidade emulsificante,
produzindo uma emulsdo pouco estavel e causando uma baixa retencdo de
materiais de recheio hidrofébicos (Kenyon, 1995). Por outro lado, a goma arabica,
obtida por exsudacdo de espécies do género Acacia, apresenta excelentes
propriedades emulsificantes. Essa caracteristica da goma arabica é atribuida a
presenga em sua estrutura de cerca de 2 % de proteina (Dickinson, 2003). A goma
arabica € um dos polimeros mais empregados como material de parede na

microencapsulagéo por spray-dryer.

Diversos trabalhos vém sendo realizados para avaliar microcapsulas de
carotenoides obtidas por spray-dryer com diferentes materiais de parede. Desobry
et al. (1997) compararam diferentes métodos de microencapsulagao de B-
caroteno, avaliando a estabilidade do carotenoide microencapsulado nas
diferentes condigdes. Barbosa et al. (2005) avaliaram a estabilidade frente a luz de
bixina encapsulada em diferentes combinacdes de polissacarideos. De uma forma
geral, a estabilidade do carotenoide microencapsulado, nesses trabalhos, foi maior
do que aquela apresentada pelo composto ndo encapsulado, sendo influenciada
ainda pelo método de microencapsulacdo e pelo tipo de material de parede

empregado no preparo das microcapsulas.

Em outro tipo de estudo, microcapsulas de B-caroteno preparadas com
diferentes polissacarideos como material de parede apresentaram diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. As microcapsulas preparadas com o amido
modificado de tapioca apresentaram maior eficiéncia de microencapsulagao e
tamanho médio de particula menor quando comparadas aquelas preparadas com
o amido de tapioca nativo ou com maltodextrina, enquanto as microcapsulas
preparadas com maltodextrina apresentaram a maior solubilidade em agua (a
temperatura ambiente) e a distribuicdo de tamanho de particula mais homogénea
(Loksuwan, 2007).

Esses estudos demonstraram a importancia da escolha do material de

parede a ser utilizado no preparo de microcapsulas que deve ser feita de acordo
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com as propriedades fisico-quimicas desejadas para as microcapsulas, o objetivo
principal da microencapsulagao, assim como a aplicacdo que se pretende para o

material encapsulado.
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ABSTRACT

Cultivar, growing conditions and geographical origin are factors that
influence the carotenoid composition in fruits. Considering that the loquat cultivars
evaluated in this study, Centenaria, Mizauto, Mizuho, Mizumo and Néctar de
Cristal, were not previously investigated, the present work was carried out to
determine and compare the carotenoid composition of these five loquat cultivars,
by applying high-performance liquid chromatography connected to a photodiode
array and mass spectrometry detectors (HPLC-DAD-MS/MS). Twenty five
carotenoids were separated on a C3p column, and twenty three of them were
identified. All-frans-B-carotene (19-55 %), all-trans-f-cryptoxanthin (18-28 %),
5,6:5’,6’-diepoxy-p-cryptoxanthin (9-18 %) and 5,6-epoxy-p-cryptoxanthin (7-10 %)
were the main carotenoids. The total carotenoid content ranged from 196 ug/100 g
(cv. Néctar de Cristal) to 3020 ug/100 g (cv. Mizumo). The carotenoid profile of cv.
Néctar de Cristal was different from the other cultivars, which was in agreement
with its cream pulp colour, differently from the other four cultivars with orange pulp
colour. Cultivars Mizauto, Mizuho, Mizumo and Centenaria showed provitamin A
values between 89 and 162 ug RAE/100 g, and can be considered good source of

this provitamin.

Keywords: carotenoids, loquat, Eriobotrya japonica, Brazilian cultivars, provitamin
A, HPLC-DAD-MS/MS.
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INTRODUCTION

Loquat (Eriobotrya japonica Lindl.) is a fruit that belongs to the ROSACEAE
family. This fruit is native to China and it has been widely cultivated for commercial
purposes since the XIX century. The major worldwide producers of loquat fruits are
China and Spain, with productions reaching 200,000 and 41,487 tons/year,
respectively. In Brazil, the loquat production is centralized in Sdo Paulo State,
mainly in Mogi das Cruzes region, and the annual production was about 2,400 ton
of fruits in 2001 (Caballero and Fernandez, 2003).

The loquat cultivars are commercially classified as orange-pulped and white-
pulped. In Brazil, Mizuho and Precoce de Itaquera are the cultivars with major
economic importance (Ojiman et al., 1999). Other cultivars that have been
developed in Brazil, by the Agronomic Institute of Campinas (IAC), are Centenaria
(IAC 1567-420), Mizumo (IAC 1567-411), Mizauto (IAC 167-4) and Néctar de
Cristal (IAC 866-7).

When fully ripe, the loquat fruits show yellow to orange colour due to the
carotenoids presence. Apart from their colorant properties, the carotenoids are
related to important functions and physiological actions, provitamin A activity being
the most known one. In addition, a positive correlation has been observed between
ingestion of vegetables and fruits containing carotenoids and prevention of several
chronic-degenerative diseases, such as cancer, inflammation, cardiovascular
disease, cataract, age-related macular degeneration, among others (Coyne et. al.,
2005; Krinsky et al., 2003; Stahl and Sies, 2005).

The carotenoid composition of certain plant species is influenced by genetic,
agricultural and/or geographical factors, since these factors are known to affect the
biosynthetic pathway of these pigments (Britton, 1998). In fact, studies with
different cultivars of citrus (Dhuique-Mayer et al., 2005), Capsicum annuum
(Collera-Zuiiga et al., 2005) and seabuckthorn (Raffo et al., 2004), for example,

showed the influence of this genetic factor on the carotenoid composition.
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The carotenoid composition of some loquat cultivars was studied by other
researchers. Kon and Shimba (1988) evaluated the carotenoid composition in Toi
and Tanaka cultivars using thin layer chromatography (TLC). These pigments were
also analyzed in cv. Golden Nugget using open column chromatography (OCC),
TLC and mass spectrometry (Gross et al., 1973). Godoy and Rodriguez-Amaya
(1995) used OCC and TLC for the evaluation of carotenoids from an unspecified
cultivar of loquat from Brazil. The carotenoids from a non-saponified extract of
loquat were also determined by high performance liquid chromatography (HPLC)
(Breithaupt et al., 2002). In all these cultivars, the major carotenoids were reported

to be B-cryptoxanthin and -carotene.

Since the carotenoid composition of the loquat cultivars evaluated in the
present study, Mizauto, Mizumo, Centenaria, Mizuho and Néctar de Cristal, was
not previously determined, the objective of this work was to apply HPLC coupled to
photodiode array and mass spectrometry detectors (HPLC-DAD-MS/MS) to identify

and quantify the carotenoids from different loquat cultivars.

MATERIAL AND METHODS
Material

Methanol (MeOH) and methyl tert-butyl ether (MTBE) for HPLC were
obtained from Merck (Darmstadt, Germany) or from Mallinckrodt Baker
(Philipsburg, USA). The other reagents were all of analytical grade from Labsynth
(Diadema, Brazil). The samples and solvents were filtered through Millipore
(Billerica, USA) membranes (0.22 and 0.45 um) prior to HPLC analysis.

Standards of all-trans-lutein, all-trans-p-cryptoxanthin, all-frans-p-carotene,
15-cis-B-carotene, 13-cis-p-carotene, and 9-cis-f-carotene were provided by DSM
Nutritional Products (Basel, Switzerland), showing purity from 93 % to 99 % by
HPLC-DAD.
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Samples

Five loquat cultivars, cultivated and selected by the Agronomic Institute of
Campinas (IAC), were analyzed: Centenaria, Mizumo, Néctar de Cristal, Mizauto
and Mizuho. The fruits were produced in the APTA Fruits Center (IAC), located in
Jundiai region (S&o Paulo State, Brazil, 23°8'S; 46°55'W; 700 m height), and they
were harvested in September/2005, that is, in the spring of the Southern
hemisphere. The loquat trees of each cultivar were grown in an orchard distributed
in blocks. There were four blocks for each cultivar, spaced 7 x 5 m and one tree
per block. The fruits were harvested at the same day, during the morning, in the
medium portions of each plant tree directed toward to the main cardinal points
(North, South, East and West). The harvested fruits, 1.5 kg of each cultivar, were
transported to the laboratory, where they were immediately selected according to
size and colour uniformity. Those fruits with apparent physical injuries were
discarded, and the chosen samples were peeled, diced to 0.5-1.0 cm peaces with
a stainless steel blade and immediately frozen in liquid nitrogen. The samples were
kept under dark at —-80 °C.

Brief description of cultivar characteristics:

Mizuho: This cultivar was derived from cv. Tanaka and cv. Kusunoki
crossing. The fruits were the biggest ones (60-80 g) with yellow-orange colour and

sweet-sour flavour.

Centenatria (IAC 1567-420) and Mizumo (IAC 1567-411). Both cultivars were
derived from cv. Mizuho and cv. Mogi crossing, accomplished by IAC. The fruits
from cv. Centenaria were big (60 g) with uniform soft orange colour. The loquats
cv. Mizumo were also big (65 g), with round shape and orange colour. The pulp of

both cultivars was soft and succulent.

Mizauto (IAC 167-4): This cultivar was derived from the Mizuho self-
fertilization, which was also accomplished by IAC. The fruits were big (60 g) with

orange colour, succulent with sweet-sour flavour pulp.
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Néctar de Cristal (IAC 866-7): This cultivar was developed by IAC and it was
derived from the free pollination of the Togoshi cultivar, originated in Japan. The
fruits had moderate size (30-40 g), round shape and yellow colour. Differently to

the other IAC-Brazilian cultivars, the pulp of this cultivar was soft cream.
Carotenoid Extraction

Before extraction, all pieces of each sample were homogenized, obtaining a
unique pulp of each cultivar, from which two samples of 10-15 g were weighted
and taken for extraction. The carotenoids were exhaustively extracted from the
loquat pulps with acetone, transferred to petroleum ether (30-70 °C)/diethyl ether
(2:1) and saponified overnight at room temperature with 10 % methanolic KOH.
Alkali was removed by washing with water, and then the solvent was evaporated in

a rotary evaporator (T < 40 °C).

In order to confirm that extraction was exhaustive, after six extractions, the
sample was extracted again, filtered and the absence of carotenoids in the last
extract was verified at 450 nm, using an Agilent spectrophotometer, model 8453
(Santa Clara, USA).

The extracts were dried and stored under dark and nitrogen atmosphere
(99.9 % purity) at =35 °C until the HPLC analysis. In order to avoid the carotenoid
degradation during analyses, the manipulation of samples and extracts was carried

out in a dark ambient and at controlled room temperature of 22 °C.
HPLC-DAD and HPLC-DAD-MS/MS Analysis

The quantitative analysis was carried out in a Waters (Milford, USA) HPLC
equipped with quaternary pumps (model 600), on line degasser, a Rheodyne
injection valve (Rheodyne LCC, Rohnert Park, USA) with a 20 uL loop, an external
oven with temperature control and a photo-diode array detector (DAD) (Waters,
model 996). Data acquisition and processing were done with the Millennium
Waters software. The UV-visible spectra were obtained between 250 e 650 nm and

the chromatograms were processed at 450, 350 and 280 nm.
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For the MS analysis, a Shimadzu HPLC (Kyoto, Japan) equipped with
quaternary pumps (model LC-20AD), on line degasser and a Rheodyne injection
valve with a 20 puL loop was used. The equipment included, connected in series, a
DAD detector (Shimadzu, model SPD-M20A) and a mass spectrometer with APCI
ionization source and an ion-trap analyzer from Bruker Daltonics, model Esquire
4000 (Bremem, Germany). The MS parameters were set as follows: positive mode,
current corona: 4000 nA, source temperature: 450 °C, dry gas N, — temperature:
350 °C, flow: 5 L/min, nebulizer: 60 psi, MS/MS fragmentation energy: 1.4 V. The
mass spectra were acquired with scan range of m/z from 100 to 700 (De Rosso
and Mercadante, 2007a).

In both Waters and Shimadzu HPLC equipments, carotenoid separation was
carried out on a C3p YMC column (5 um, 250 x 4.6 mm i.d.) using as mobile phase
a linear gradient of MeOH with 0.1 % triethylamine (TEA)/MTBE from 95:5 to 70:30
in 30 min, following to 50:50 in 20 min. The flow rate was 1.0 mL/min and column
temperature was set at 29 °C when the analysis was carried out in the Waters
HPLC. TEA was added to the mobile phase since recovery on a C3p column
enhanced 26 % for lutein, 42 % for zeaxanthin, 55 % for B-cryptoxanthin and 64 %
for B-carotene (Emenhiser et al., 1996). On the other hand, TEA was excluded
from the mobile phase, the flow rate and temperature were, respectively,
decreased to 0.9 mL/min and 22 °C when analysis was carried out by the MS
detector because TEA shows high proton affinity, being more easily ionized in the
APCI source, and as a result the carotenoid ion signals decreased (De Rosso and
Mercadante, 2007a)

The combined results of the following parameters were considered for
carotenoid identification: elution order on the Cs3p column, UV/visible spectrum

features (maximum absorption wavelength (A__ ), spectral fine structure (%lIl/II)

max
and peak cis intensity (%As/Ay)), and MS spectrum characteristics as compared to
standards analyzed in the same conditions and data available in the literature
(Back and Enzell, 1995; Britton, 1995; De Rosso and Mercadante, 2007a and
2007b; Britton et al., 2004).
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The carotenoids were quantified by HPLC, using external calibration curves
for all-trans-lutein (0.9-15.7 pg/mL, r* = 0.998), all-trans-p-cryptoxanthin (1.1-40.8
ng/mL, r* = 0.988) and all-frans-p-carotene (2.0-40.9 upg/mL, r* = 0.997).
Neoxanthin, violaxanthin and neochrome were estimated using the curve of lutein,
the B-cryptoxanthin epoxides using the curve of B-cryptoxanthin and the cis-
isomers of B-cryptoxanthin and p-carotene were estimated using the curve of the
corresponding all-trans isomer. The NAS-IOM (2001) conversion factor was used
to calculate the vitamin A value, with 12 ng of dietary all-trans-p-carotene and 24
ug of other dietary provitamin A carotenoids corresponding to 1 ug of retinol activity
equivalent (RAE), and the activities used were 100 % for all-trans--carotene, 50 %
for all-trans-p-cryptoxanthin (Bauerfeind, 1972) and for all cis isomers of [-

cryptoxanthin and of B-carotene.

The precision of the analysis was evaluated by the coefficient of variation
(CV) among extractions. The CV values of the major carotenoids ranged from 0.0
% to 10.0 % for all-trans-B-carotene, from 3.0 % to 6.1 % for all-trans-B-
cryptoxanthin and from 1.0 % to 10.7 % for 5,6:5',6'-diepoxy-p-cryptoxanthin.
These values were lower than those reported for major carotenoids from citrus
fruits — 3-20 % — analyzed on a C3p column (Fanciullino et al., 2006) and for mixed
vegetable reference material — 3-30 % — analyzed on a C4s column (Scott et al.,
1996). In addition, these CV values were in the same range of those found for
major carotenoids from fruits of Lycium barbarum Linnaeus — 1-9 % (Inbaraj et al.,
2008) and from the alga Dunaliella salina — 7-8 % (Hu et al., 2008), both analyzed
on a Czp column, and for other mixed vegetable reference material — 5-12 % —
analyzed on a C4g column (Hart and Scott, 1995). As expected, the CV values
observed for minor cis isomers of -carotene and B-cryptoxanthin were higher as

compared to the respective trans, ranging from 2.9 % to 19.2 %.
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Statistical Analysis

To evaluate the differences in the carotenoid concentrations and vitamin A

values between the cultivars, analyses of variance were conducted using one-way

ANOVA (Sotware Origin 7.5), with Tukey test for mean differences at P < 0.05.

RESULTS and DISCUSSION

Carotenoid Identification

Figures 1 and 2 show the chromatograms obtained by HPLC on a Cg

column from Néctar de Cristal and Mizauto cultivars, respectively. The carotenoid

profiles of Centenaria, Mizuho and Mizumo cultivars were similar to that of cultivar

Mizauto. The carotenoid structures are illustrated in Figure 3.
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Figure 1 Chromatogram, obtained by HPLC-DAD, of the carotenoids from Néctar

de Cristal cultivar. Chromatographic conditions: see text. Processed at 450 nm.
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Figure 2 Chromatogram, obtained by HPLC-DAD, of the carotenoids from Mizauto

cultivar. Chromatographic conditions: see text.
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Figure 3 Structures of some carotenoids detected in loquat.
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The carotenoids separated in the five loquat cultivars analyzed in the
present study were identified based on the combined information obtained from
chromatographic elution, UV/visible and mass spectra characteristics (Table 1).
The MS/MS experiments confirmed the assignment of the protonated molecule
(IM+H]") of all identified peaks, since expected fragments from both polyene chain
and functional groups were obtained when the protonated molecule was further
ionized (Table 1). Although in-source fragmentation occurred in the APCI interface,
the second order MS unambiguously allowed the assignments of some functional
groups due to the specific losses from the protonated molecule. Since a detailed
description of carotenoid identification using the above information was already
reported by De Rosso and Mercadante (2007a,b), only considerations regarding

the carotenoids not identified in these previous reports were discussed below.

The carotenoids with at least two hydroxyl groups in the structure, all-trans-
neoxanthin (peak 1), 9-cis-neoxanthin + all-frans-violaxanthin (peak 2), all-trans-
neochrome (peak 3), 9-cis-violaxanthin (peak 6) and all-frans-lutein (peak 10),
showed UV-Vis and mass spectra features similar to data reported in the literature
(De Rosso and Mercadante, 2007a; Britton et al., 2004). The presence of two
carotenoids coeluting in peak 2 was verified by injecting carotenoid extracts from
kale and mango, containing respectively 9-cis-neoxanthin (Strand et al., 2000) and
all-tfrans-violaxanthin (Mercadante et al., 1997; Ornelas-Paz et al., 2007; Pott et al.,
2003). The location of the cis double in 9-cis-violaxanthin (peak 6) was assigned by
comparison of the UV-Vis spectrum characteristics with those described by
Meléndez-Martinez et al. (2007) in a study involving many violaxanthin isomers.
These xanthophylls were found in all five loquat cultivars, with exception of all-

trans-neoxanthin which was detected only in cv. Néctar de Cristal.



Table 1 Chromatographic, UV-Vis and mass spectrometry characteristics of carotenoids from loquat cultivars, obtained by HPLC-DAD-MS/MS.

Peak® Carotenoid tg (min)® Amax (NM)° %I %AglA) [I:In:/:{f MS/MS fragment ions (m/z)
1 all-trans-neoxanthin 6.4 415, 440, 469 97 0 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-
18-18]", 491[M+H-18-92]", 393, 221
2 all-trans-violaxanthin + 9-cis- 74 328, 414, 440, 469 94 9 601 583[M+H-18]"", 565[M+H-18-18]",
neoxanthin 547[M+H-18-18-18]", 491[M+H-18-92]", 221
3 all-trans-neochrome 8.8-9.0 397, 420, 448 100 0 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-
18-18]", 509[M+H-92]", 491[M+H-18-92]", 221
4 cis-5,6:5',6’-diepoxy-f- 9.3-9.4 327, 410, 432, 460 55 40 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 493[M+H-
cryptoxanthin 92]", 475[M+H-18-92]", 221, 205
5 5,6:5",6’-diepoxy-f- 10.4-10.5 415, 440, 469 89 0 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 493[M+H-
cryptoxanthin 92]", 475[M+H-18-92]", 221, 205
6 9-cis-violaxanthin 11.1-11.2 325, 410, 435, 464 87 13 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-
18-18]", 509[M+H-92]", 491[M+H-18-92]", 221
7 5,8:5",6'- or 5,6:5,8-diepoxy- 11.9-12.1 396, 422, 448 97 0 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 493[M+H-
p-cryptoxanthin 921", 475[M+H-18-92]", 221, 205
not identified 1 12.2 399, 422, 448 98 0 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 221
cis-5,8:5",6’- or cis-5,6:5",8- 12.6 315, 397, 420, 448 89 35 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 493[[M+H-
diepoxy-B-cryptoxanthin 92]", 475[M+H-18-92]", 221, 205
10 all-trans-lutein 13.3 420, 445, 472 62 0 569 551[M+H-18]"", 533[M+H-18-18]", 495[M+H-18-
56]", 459[M+H-18-92]", 477[M+H-18-18-56]"
11 cis-5,6:5',6’-diepoxy-f- 14.0 328, 410, 435, 464 78 26 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 493[[M+H-

cryptoxanthin

92]", 475[M+H-18-92]", 221, 205

57
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Table 1 Chromatographic, UV-Vis and mass spectrometry characteristics of carotenoids from loquat cultivars, obtained by HPLC-DAD-MS/MS

— continued.

12 5’,6’-epoxy-B-cryptoxanthin
13 5,6-epoxy-B-cryptoxanthin

14 13- or 13'-cis-B-cryptoxanthin
15 phytoene

16 5,8-epoxy-B-cryptoxanthin
17 not identified 2

18 cis-phytofluene

19 all-trans-f-cryptoxanthin
20 all-trans-phytofluene

21 15-cis-pB-carotene

22 9- or 9'-cis-B-cryptoxanthin
23 13-cis-pB-carotene

24 all-trans-p-carotene

25 9-cis-B-carotene

15.2-15.3
18.0-18.1

19.2-19.3
19.9
20.5-20.6
21.2
22.5
24.7-24.8
25.4-25.5
27.2-27.3
27.8
28.6
35.4-35.5
37.6-37.8

420, 445, 472
420, 446, 474

337, 419, 443, 470
272,285, 294
404, 426, 453

442
331, 347, 365
424, 451, 477
331, 347, 365

335, 421, 448, 475

337, 420, 445, 472

338, 420, 445, 470
425,452,479

337,421,447, 474

60
55

54

55
32
76

30
11
27
23

57
15
47

17

569
569

553
545
569
n.d.°
543
553
543
537
553
537
537
537

551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 205
551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 477[M+H-
92]", 221
535[M+H-18]"

489, 435, 395, 339[M-205]"
551[M+H-18]", 221
n.d.®
461, 406[M+H-137]", 337[M-205]"
535[M+H-18]", 497[M+H-56]", 461[M+H-92]"
461, 406[M+H-137]", 337[M-205]"
444[M-92]"
535[M+H-18]"', 479[M+H-18-56]"
444[M-92]"

444[M-92]"

444[M-92]"

# Numbered according to Figures 1 and 2

b Range of retention time on the C3y column

° Linear gradient of methanol/MTBE
4 n.c.: not calculated
° n.d.: not detected

"In-source fragments
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All B-cryptoxanthin diepoxides (peaks 4, 5, 7, 9 and 11) showed the [M+H]"
at m/z 585 and, as expected, identical fragmentation pattern obtained in the
MS/MS experiments since it is not possible to distinguish by MS between the 5,6-
epoxide and 5,8-furanoid end groups. The second order MS experiments showed
successive losses of water due to elimination of hydroxyl and/or epoxide groups,
elimination of toluene from the polyene chain ([M+H-92]%), alone or also combined
with loss of water ([M+H-92-18]"). Another interesting feature was the simultaneous
presence of the fragments at m/z 205 and 221, both characteristic of epoxide
groups, but one located in an unsubstituted ring (m/z 205) whilst another in a ring
with a hydroxyl group (m/z 221) (Back and Enzell, 1995). Therefore, the
identification of these peaks was based on the UV-vis spectra characteristics. Peak
5 was identified as 5,6:5’,6’-diepoxy-B-cryptoxanthin due to 10 nm hypsochromic
shift compared to the Amax Of B-cryptoxanthin, indicating the presence of two
epoxide groups at 5,6- and 5’,6’- positions (Britton, 1995; Britton et al., 2004). The
UV-vis spectra of peaks 4 and 11 showed 5-8 nm hypsochromic shift, presence of
cis peak at 327-328 nm, decreased spectral fine structure and increased cis peak
intensity as compared to that of 5,6:5,6’-diepoxy-B-cryptoxanthin (peak 5),
indicating that these carotenoids were cis isomers of 5,6:5,6’-diepoxy-p-
cryptoxanthin, most probably at 13- or 15- (peak 4) and 9- (peak 11) cis positions
according to their elution order. The UV-Vis spectrum of peak 7 showed an
hypsochromic shift of 28 nm as compared to B-cryptoxanthin, indicating the
presence of one furanoid and one epoxide groups; however, it was not possible to
distinguish between the 5,8:5',6’- or 5,6:5’,8’-diepoxy-p-cryptoxanthin. Peak 9 was
characterized as a cis-isomer of 5,8:5,6'- or 5,6:5,8-diepoxy-p-cryptoxanthin
considering its lower Anmax Values, appearance of a cis peak at 315 nm, decreased

spectral fine structure and increased cis peak intensity as compared to peak 7.

The monoepoxides of B-cryptoxanthin (peaks 12, 13 and 16) were identified
considering the UV-Vis and MS characteristics discussed above and by
comparison with literature data (De Rosso and Mercadante, 2007b). The 5,6-

epoxide or 5,8-furanoid groups that could be located in one of the end groups of 3-
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cryptoxanthin (Figure 3) was assigned as 5,6-epoxy-B-cryptoxanthin (peak 13) and
5,8-epoxy-B-cryptoxanthin (peak 16) due to the presence of the mass fragment at
m/z 221 that corresponds to the location of the epoxide/furanoid group in the 3-
hydroxy-p-ring, whereas the fragment at m/z 205 detected in peak 12 allowed its
identification as 5’,6’-epoxy-B-cryptoxanthin. The exact location of the epoxide
group is important to the vitamin A value, since 5’,6’-epoxy-B-cryptoxanthin does
not have provitamin activity, whereas both 5,6- and 5,8-epoxy-B-cryptoxanthin
shows 50 % activity. For example, in the case of the Mizuho cultivar, if 5’,6’-epoxy-
B-cryptoxanthin was identified as 5,6-epoxy, and 5,6- and 5,8-epoxy-B-
cryptoxanthin were identified as 5,6’- and 5’,8’-epoxy, respectively, the vitamin A
value for this cultivar would be 122 ug RAE/100 g, whereas using the correct

identification this value was 127 ug RAE/100 g, implying in an error of 4 %.

Among the eight epoxides and diepoxides of B-cryptoxanthin separated in
loquat cultivars, six of them were found in all cultivars, whereas cis-5,6:5,6-
diepoxy-p-cryptoxanthin (peak 4) was detected only in cultivars Centenaria and
Néctar de Cristal, and cis-5,8:5’,6’-(or 5,6:5’,8’)-diepoxy-B-cryptoxanthin was found

in cultivars Mizuho and Néctar de Cristal.

The cis isomers of B-cryptoxanthin (peaks 14 and 22) were identified
considering that the spectral fine structure (%lIl/11) decreases and intensity of the
cis-peak (%As/An) increases as the cis-double bond is getting closer to the centre
of the molecule (Zechmeister, 1944) and according to the results of those isomers
formed by acid-catalyzed isomerization of B-cryptoxanthin standard (De Rosso and
Mercadante, 2007b). However, it was not possible to distinguish between the 13-
cis or 13’-cis- and 9-cis or 9’-cis isomers since there is no data available in the
literature using nuclear magnetic resonance for exact determination of the cis-
double bond positions in the pB-cryptoxanthin structure for these compounds eluted
on a Czp column. The 13-cis or 13’-cis-B-cryptoxanthin was found in all loquat
cultivars, whilst the 9-cis or 9’-cis isomer was detected only in cv. Néctar de Cristal.

Similar results for fresh and pasteurized orange juice and fresh and canned peach
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samples, with detection of 13-cis-B-cryptoxanthin but not 9-cis-p-cryptoxanthin,
were reported by Lessin et al. (1997). These results denote that the relative
abundance of the cis-isomers of B-cryptoxanthin show a similar trend as the j-
carotene ones, since the contents of 13-cis-B-carotene were usually higher than

those of 9-cis-isomer in fruits (De Rosso and Mercadante, 2007a,b).

All the other carotenoids, phytoene (peak 15), cis-phytofluene (peak 18), all-
trans-phytofluene (peak 20), all-trans-B-cryptoxanthin (peak 19), all-trans-B-
carotene (peak 24), 9-cis-p-carotene (peak 25), 13-cis-p-carotene (peak 23) and
15-cis-p-carotene (peak 21) were identified by elution order on C3p column, UV-Vis
and mass spectra characteristics as compared to standards and to the literature
(Dachtler et al., 2001; De Rosso and Mercadante, 2007a,b; Ornelas-Paz et al.,
2007; Strohschein et al., 1999). The non-coloured carotenes (peaks 15, 18, 20)

were not found in cv. Néctar de Cristal.

The main carotenoids found in the present study, 5,6:5,6-diepoxy-B-
cryptoxanthin, 5,6-epoxy-B-cryptoxanthin, all-trans-p-cryptoxanthin and all-trans-3-
carotene, were previously found by Gross et al. (1973) in cv. Golden Nugget. In a
non-specified cultivar of loquat cultivated in Brazil, all the carotenoids cited above
were detected, but 5,6:5,6’-diepoxy-p-cryptoxanthin (Godoy and Rodriguez-
Amaya, 1995). In addition, all-frans-p-carotene was the major carotenoid in non-
saponified extract of loquat, accompanied by 9-cis- and 13-cis-B-carotene, as well
as by free all-trans-B-cryptoxanthin and its esters (Breithaupt et al., 2002). On the
other hand, the cis isomers of 5,6:5’,6’-diepoxy-p-cryptoxanthin, 9-cis-violaxanthin,
cis-5,8:5'6’(or 5,6:5',8’)-diepoxy-p-cryptoxanthin, 5,8-epoxy-p-cryptoxanthin and

15-cis-B-carotene are being reported for first time in loquat cultivars.
Quantitative Composition

Table 2 shows the carotenoid concentrations obtained for the five loquat
cultivars. In all cultivars the major carotenoids were all-frans-p-carotene (peak 24),

varying from 19 % (cv. Néctar de Cristal) to 55 % (cv. Centenaria) of the total
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carotenoid content, and all-trans-B-cryptoxanthin (peak 19), ranging between 18 %
(cv. Centenaria) and 28 % (cv. Néctar de Cristal). This characteristic was already
observed for all different loquat cultivars evaluated by other researchers
(Breithaupt et al., 2002; Godoy and Rodriguez-Amaya, 1995; Gross et al., 1973;
Kon and Shimba, 1988).

However, the cream pulp cv. Néctar de Cristal showed both qualitative and
quantitative differences as compared to the other four cultivars with orange pulp.
The total carotenoid content in this cultivar was, respectively, eight and fifteen
times significantly lower than those found in cv. Centenaria and cv. Mizumo. In
addition, differently from the other cultivars, the all-trans-B-cryptoxanthin level was
higher than that of all-frans-p-carotene in cv. Néctar. Another difference is
concerned to the lutein proportion in relation to the total carotenoid content, 3.3 %
in cv. Néctar de Cristal and from 0.2 % to 0.6 % in the other cultivars. These
characteristics are probably because cv. Néctar de Cristal was derived from
different cultivars, whereas all the other cultivars analyzed in this study, Mizuho,
Centenaria, Mizumo and Mizauto, had similar origins. Other loquat with whitish-
yellow pulp, cv. Toi, also showed B-cryptoxanthin content higher than that of -

carotene and lutein proportion about 4.2 % (Kon and Shimba, 1988).

Despite that cv. Mizuho showed total carotenoid content significantly higher
(P < 0.05) than that found in cv. Mizauto, the relative proportion of the major
carotenoids from these cultivars were similar — 22 % and 24 % of all-trans--
cryptoxanthin and 43 % and 49 % of all-frans-p-carotene, respectively. In fact, the
all-trans-p-cryptoxanthin content in cv. Mizuho was significantly higher compared to
the Mizauto one, but the all-trans-p-carotene levels were not statistically different
(P > 0.05). These similarities can be expected since cv. Mizauto was derived from
cv. Mizuho. However, cv. Tanaka whose crossing with cv. Kusunoki gave origin to
cv. Mizuho, showed 3850 pg/100 g of total carotenoid level, being 55 % of B-
carotene (2110 ug/100 g) and 25 % B-cryptoxanthin (960 ng/100 g) (Kon and

Shimba, 1988), values higher than those found in the present study for cv. Mizuho.



Table 2 Concentration (ug/100g) of carotenoids and vitamin A values (ug RAE/100 g) of loquat cultivars.
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Carotenoids

cv. Centenaria'

cv. Mizauto'

cv. Mizuho'

cv. Mizumo'

cv. Néctar de Cristal'

all-frans-neoxanthin
all-frans-violaxanthin + 9-cis-neoxanthin
all-trans-neochrome
cis-5,6:5',6’-diepoxy-B-cryptoxanthin
5,6:5’,6’-diepoxy-B-cryptoxanthin
9-cis-violaxanthin

5,8:5,6'- or 5,6:5,8-diepoxy-p-cryptoxanthin
not identified 1

cis-5,8:5',6'- or 5,6:5',8'-diepoxy--
cryptoxanthin

all-trans-lutein
cis-5,6:5',6’-diepoxy-p-cryptoxanthin
5’,6’-epoxy-B-cryptoxanthin
5,6-epoxy-B-cryptoxanthin

13- or 13’-cis-B-cryptoxanthin
phytoene

5,8-epoxy-B-cryptoxanthin

not identified 2

cis-phytofluene
all-trans-p-cryptoxanthin
all-trans-phytofluene

15-cis-p-carotene

not detected

9.3%
0.3°
3.5°

161.0°
2.4°
3.1°
3.1°

not detected

3.9°
4.6°
40.3
102.4°
5.8°
25.3°
4.6°
not detected
12.5°
278.4°
1.7°
2.0°

not detected
12.9°
1.5
not detected
180.3°
5.4°
6.4°
not detected

not detected

12.5°
45°
67.9°
137.9°
15.1°
22.0°
3.8°
not detected
8.5
480.2°
1.9%
4.8°

not detected
22.7°
1.9°

not detected

339.5°

7.1°
34.8°

not detected
10.9°

13.5°
12.1°
104.1°
213.9°
20.1°
22.1°
13.1°
not detected
10.1°
557.6°
3.3°
3.0°

not detected
28.2°
6.4
not detected
324.9°
12.8°
7.1°
8.4°

not detected

7.9°
10.4°
109.4°
207.2°
16.6"
34.0°
15.3°
not detected

19.3°
715.2°
3.4°
3.4°

0.2
4.4°
1.2°
1.8

35.0°
2.3°
1.8°
1.9°
1.1°

6.4°
1.9°
11.5°
19.0°
4.0°
not detected
1.6°
1.1
not detected
54.8°
not detected
0.7°
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Table 2 Concentration (ug/100g) of carotenoids and vitamin A values (ug RAE/100 g) of loquat cultivars — continued.

9- or 9'-cis-B-cryptoxanthin not detected not detected not detected not detected
13-cis-B-carotene 19.4° 42.0° 45.9° 36.2°
all-trans-p-carotene 858.5° 980.9%° 1090.7° 1441 5°
9-cis-p-carotene 6.7 17.3> 18.0° 12.3°
Total Carotenoids 1548.6° 2005.7° 2544 .4° 3019.5°
Vitamin A value 89.0° 111.0° 127.2° 162.0°

0.8
5.0°

38.1¢
1.6°

196.2°
6.8°

" Average and standard deviation of duplicated analysis

abede piffarent superscripts in the same row indicate mean difference at significant level of 5 %
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The concentrations of all carotenoids, except cis-5,6:5",6'-diepoxy-f-
cryptoxanthin, were significantly higher (P < 0.05) in cv. Mizumo as compared to
those found in cv. Centenaria, despite both cultivars were obtained from Mizuho
and Mogi crossing. For example, cv. Mizumo showed total carotenoid and all-trans-
B-carotene contents about two times significantly higher than those found in
Centenaria. Furthermore, these cultivars showed other differences, in respiratory
activity, ethylene production and chemical composition, according to results not

published (Hasegawa et al., 2007).

The total carotenoid concentration (2000-2500 ng/100 g) and the B-
cryptoxanthin proportion (22 %) from cv. Golden Nugget (Gross et al., 1973) were
in the same range of those found for Centenaria, Mizauto, Mizuho and Mizumo
cultivars (total carotenoid 1549-3020 ug/100 g and 18-28 % of pB-cryptoxanthin). In
addition, the contents of total carotenoid (1760 ng/100 g), p-carotene (780 ng/100
g) and B-cryptoxanthin (480 ug/100 g) from a not specified cultivar from Brazil
(Godoy and Rodriguez-Amaya, 1995) were in the same range of those found for

cultivars Centenaria, Mizauto and Mizuho evaluated in the present study.
Provitamin A Activity

Among the twenty three carotenoids identified, only nine of them show
vitamin A activity. Table 2 shows the provitamin A values calculated for all loquat
cultivars. The provitamin A values of Centenaria and Mizauto cultivars were in the
range of 175 £ 12 ng RE/100 g already reported for loquat (non-specified cultivar)
also harvested in Brazil (Godoy and Rodriguez-Amaya, 1995).

Cultivars Mizauto, Mizuho and Mizumo can be considered good source of
provitamin A, when compared to moderate or rich sources of this nutrient, such as
mango cultivars Tommy Atkins and Keitt (48-126 ug RAE/100 g) (Mercadante and
Rodriguez-Amaya, 1998), caja (45-61 ug RAE/100 g) (Hamano and Mercadante,
2001), cashew-apple (5-9 ng RAE/100 g) (Assuncao and Mercadante, 2003),
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camu-camu (7-12 ug RAE/100 g) (Zanatta and Mercadante, 2007) and acerola
cultivar Olivier (74-142 ug RAE/100 g) (De Rosso and Mercadante, 2005).

In summary, in the present study, the carotenoid composition of all loquat
cultivars, as well as cultivar differences, was successfully determined by HPLC-
DAD-MS/MS technique. Among the analyzed cultivars, the most significant
difference was concerned to the quantitative composition of carotenoids. The
vitamin A values indicated that loquat fruits, mainly those belonging to Mizauto,

Mizuho, and Mizumo cultivars, represent good source of provitamin A.
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ABSTRACT

Carotenoids are pigments responsible for the yellow-reddish color of many
foods and are related to important functions and physiological actions, preventing
several chronic-degenerative diseases. The objective of this study was to confirm
the carotenoid composition of jackfruit by high-performance liquid chromatography
connected to photodiode array and mass spectrometry detectors (HPLC-DAD-
MS/MS). The main carotenoids were all-trans-lutein (24-44 %), all-trans-B-carotene
(24-30 %), all-trans-neoxanthin (4-19 %), 9-cis-neoxanthin (4-9 %) and 9-cis-
violaxanthin (4-10 %). Either qualitative or quantitative differences, mainly related
to the lutein proportion, were found among three batches of jackfruit. Since the
fruits from batch A showed significantly lower contents for almost all carotenoids, it
also had the lowest total carotenoid content (34.1 ug/100 g) and provitamin A
value, whereas the total carotenoid ranged from 127.5 to 149.1 ug/100 g in the
other batches. The provitamin A values from batches B and C were 3.3 and 4.3 ug
RAE/100 g, respectively. The carotenoid composition of jackfruit was successfully
determined, where fourteen of the eighteen identified carotenoids were reported for
first time. Differences among batches may be due to genetic and/or agricultural

factors.

Keywords: carotenoids; HPLC-DAD-MS/MS; Artocarpus heterophyllus; jackfruit.
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Introduction

Jackfruit (Artocarpus heterophyllus), a plant native from India and common
in Asia, Africa and South America, belongs to the MORACEAE family and grows in
warm and moist regions. The fruits are big, 22 to 90 cm long with diameter
reaching 13 to 50 cm and their weight ranging between 3 and 60 kg, when ripe.
The pulp represents about 30 % of the jackfruit weight and, due to the carotenoids
presence, shows cream color, while the external fruit color varies from soft green to

yellow [1-3].

Carotenoids are a class of natural pigments responsible for the yellow-
reddish color of many fruits, vegetables, animals, algae and microorganisms. Apart
from their colorant properties, carotenoids are related to important functions and
physiological actions, provitamin A activity being the most known one. In addition,
a positive correlation has been observed between ingestion of vegetables and
fruits containing carotenoids and prevention of several chronic-degenerative
diseases, such as cancer, inflammation, cardiovascular disease, cataract, age-

related macular degeneration, among others [4-7].

Since inconclusive or incorrect identification of carotenoids are found in the
literature, it is strongly recommended to accomplish the minimum criteria for
identification of these compounds [8-11]. The UV-visible (UV-Vis) spectrum
(maximum absorption wavelengths (Amax), spectral fine structure (%lll/Il) and peak
cis intensity (%As/A))) should be in agreement with the chromophore suggested,
chromatographic properties verified in two systems or co-chromatography with
authentic standard should be carried out, and a mass spectrum should be

obtained, allowing at least the confirmation of the molecular mass.

According to a literature search, the major carotenoids from jackfruit were
determined by open column or high performance liquid chromatography (HPLC)
[12-14]. However, in these works, the above described minimum criteria were not
fulfilled, that is, the carotenoid identification was solely based on elution order on

the chromatographic system, UV-visible spectra characteristics and sometimes
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chemical reactions. This identification procedure resulted on the identification of
crocetin, among other carotenoids, in jackfruit [14]. However, up to now, crocetin
and its derivatives were only found in saffron and gardenia [15,16]. Lycopene was

also identified, despite the soft color of the jackfruit pulp [13].

Thus, the present study was carried out to confirm the carotenoid
composition of jackfruit applying HPLC coupled to photodiode array and mass
spectrometry detectors (HPLC-DAD-MS/MS).

Materials and Methods

Standards

Standards of all-trans- isomers of lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, o-
carotene and f-carotene, along with 9-cis-, 13-cis-and 15-cis-B-carotene were
donated by DSM Nutritional Products (Basel, Switzerland), showing purity between
95 % and 99 % measured by HPLC-DAD.

Samples

Three batches of jackfruit at ripe state were acquired in a supermarket in
Campinas city, Sdo Paulo State, Brazil, during their harvest season (April of 2007).
The fruits from batch A were about 30 cm long, with diameter of ~ 20 cm, and their
pulp was hard with cream color. The fruits from batch B were about 35 cm long,
with diameter of ~ 22 cm, while the fruits from batch C were about 40 cm long, with
diameter of ~ 25 cm. The pulp of fruits from batches B and C was soft and showed
a yellow color. The external color of all bathes was yellow-green, but for batch A
the green was more intense as compared to the other batches. The peel and
seeds of the fruits, about 2 kg each batch, were manually removed, and the pulp

was homogenized.
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Carotenoid Extraction

The carotenoids were exhaustively extracted, in duplicate, from the jackfruit
pulps (7 to 10 g) [11]. The dried extracts were stored under nitrogen atmosphere
(99.9% purity) in the dark at - 35 °C until HPLC analysis. In order to avoid the
carotenoid degradation during analyses, the manipulation of samples and extracts

was carried out in a room with absence of light and temperature of 21 °C.
HPLC-DAD-MS/MS Analysis

The analysis was carried out in a Shimadzu HPLC (Kyoto, Japan)
connected in series to a DAD detector (Shimadzu) and a mass spectrometer with
an ion-trap analyzer and atmospheric pressure chemical ionization (APCI) source
from Bruker Daltonics, model Esquire 4000 (Bremen, Germany). The UV-Vis
spectra were obtained between 250 and 600 nm and the chromatograms were
processed at 280 nm, 350 nm and 450 nm. The MS parameters were set as
follows: positive mode, current corona: 4000 nA, source temperature: 450 °C, dry
gas Nz — temperature: 350 °C, flow: 5 L/min, nebulizer: 60 psi. The MS/MS
experiments were set in automatic mode applying fragmentation energy of 1.4 V.

The mass spectra were acquired with scan range of m/z from 100 to 700 [11].

Carotenoids were separated on a Czp YMC column (3 um, 250 x 4.6 mm
i.d.) using as mobile phase a linear gradient of methanol (MeOH)/methyl tert-butyl
ether (MTBE) from 95:5 to 70:30 in 30 min, following to 50:50 in 20 min. The flow
rate was 0.9 mL/min and column temperature was set at 22 °C [11]. The
separation was also carried out on a Cig Novapak (Waters, Wilmington, USA)
column (4 um, 4.0 x 300 mm) using as mobile phase a linear gradient of
acetonitrile (0.1 % triethylamine)/water/ethyl acetate from 88:10:2 to 85:0:15 in 25
min, maintaining this proportion until the end of the run, at 1 mL/min and column

temperature set at 29 °C (data not shown).

The combined results of the following parameters were considered for

carotenoid identification: elution order on both reversed phase columns (Cqg and
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Cs0), co-chromatography with standards, UV/visible spectrum features (A Y%lll/I

max’
and %As/Ay1), and MS spectrum characteristics as compared to standards analyzed
in the same conditions and data available in the literature [11,17-20]. In addition,
the assignment of the protonated molecule ([M+H]*) was confirmed by second

order MS fragmentation.

The carotenoids were quantified by HPLC-DAD, using external calibration
curves for lutein, zeaxanthin, B-cryptoxanthin, a-carotene and B-carotene with a
minimum of 5 concentration levels. Neoxanthin, neochrome, violaxanthin,
luteoxanthin, antheraxantin, a-cryptoxanthin and zeinoxanthin were estimated
using the curve of lutein, and the cis-isomers of B-carotene were estimated using
the curve of the corresponding all-trans isomer. The limit of detection (LOD) was
calculated using the parameters of each standard curve, as LOD = 3.3 x SD/S,
where SD is the standard deviation of the response and S is the slope of the curve
[21].

The NAS-IOM [22] conversion factor was used to calculate the vitamin A
value, with 12 ng of dietary all-trans-pB-carotene and 24 pug of other dietary
provitamin A carotenoids corresponding to 1 ug of retinol activity equivalent (RAE),
and the activities used were 100 % for all-trans-B-carotene, 50 % for all-trans--

cryptoxanthin [23] and for all cis isomers of 3-carotene.
Statistical Analysis

To evaluate the differences in the carotenoid concentrations and vitamin A
values between the cultivars, analyses of variance were conducted using one-way
ANOVA (Software Origin 7.5), with Tukey test for mean differences at P < 0.05.



80

Results and Discussion
Carotenoid Identification

The carotenoids separated in three jackfruit batches were identified based
on the combined information obtained from chromatographic elution, UV/visible
and mass spectra characteristics (Table 1). The second order MS experiments
confirmed the assignment of the protonated molecule ([M+H]") of all identified
peaks through the fragments expected for the carotenoid polyene chain and
functional groups (Table 1). Considering that a detailed description of carotenoid
identification using the above information was already reported [11,20], only some

of the most important aspects were discussed below.

Figures 1 and 2 show the chromatograms obtained by HPLC on a Cgzg
column. As expected for reversed-phase columns, polar carotenoids with three and
two hydroxy groups, such as all-frans and 9-cis-neoxanthin (peaks 1 and 2) and
lutein (peak 9), eluted before the monohydroxy carotenoids (all-trans-p-
cryptoxanthin, peak 14). The carotenes, all-frans-a-carotene (peak 17) and all-

trans-p-carotene (peak 18), were the last to elute under these conditions.
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Figure 1 Chromatogram, obtained by HPLC-DAD, of carotenoids from jackfruit

batch B. Chromatographic conditions: see text. Processed at 450 nm.



Table 1 Chromatographic, UV-Vis and mass spectrometry characteristics of carotenoids from jackfruit, obtained by HPLC-DAD-MS/MS.

Peak® Carotenoid tr (min)b Amax (NM)° %I %Ag/A, “2:/:{ MS/MS fragment ions (m/z)
1 all-trans-neoxanthin 7.9-8.0 416, 440, 469 86 0 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-18-
18]", 509[M+H-92]", 491[M+H-18-92]", 221
2 9-cis-neoxanthin 8.1-8.6 327, 416, 439, 468 77 16 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-18-
18]", 509[M+H-92]", 491[M+H-18-92]", 393, 221
3 all-trans-neochrome 9.4 398, 421, 448 88 n.c.® 601 583[M+H-18]" (in source)
4 not identified 9.7 400, 424, 448 57 n.c. n.d. n.d.
5 all-trans-luteoxanthin 9.6-10.2 399, 421, 448 96 0 601 583[M+H-18]" (in source)
6 cis-antheraxanthin 11.7-12.2 420, 443, 472 50 n.c. 585 567[M+H-18]", 549[M+H-18-18]", 221
7 9-cis-violaxanthin 12.1-12.7 327, 411, 435, 463 89 21 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 547[M+H-18-18-
18]", 491[M+H-18-92]", 221
8  cis-luteoxanthin 13.3 395, 417, 443 n.c. n.c. 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18-18]", 509[M+H-92]",
491[M+H-18-92]", 221
9 all-frans-lutein 13.1-14.2 420, 444, 472 61 0 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 495[M+H-18-56]",
A77[M+H-92]"
10 all-trans-zeaxanthin 17.0 427, 450, 475 n.c. n.c. 569 551[M+H-18]" (in source)
11 all-trans-zeinoxanthin 21.4-21.5 419, 445,473 63 0 553 535[M+H-18]"
12 cis-zeinoxanthin 23.5 419, 443, 471 20 n.c. 553 535[M+H-18]"
13 all-trans-a-cryptoxanthin 24.3-24.4 420, 446, 472 57 0 553 535[M+H-18]"
14 all-trans-B-cryptoxanthin 25.6-25.7 425, 450, 475 20 0 553 535[M+H-18]"
15a  15-cis-B-carotene 26.5-26.6 337,422,450, 471 10 n.c. 537 n.d.
15b  not identified 26.5 462 0 n.c. n.d. 551, 533, 495, 439
16 13-cis-B-carotene 28.3-28.5 337,420, 444, 470 14 43 537 444[M-92]"

81
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continued.
17 all-trans-a-carotene 30.5-30.7 420, 445, 473 62 0 537 444[M-92]", 481[M+H-56]"
18 all-trans-p-carotene 35.4-35.7 426, 451,478 30 0 537 444[M-92]"
19 9-cis-B-carotene 38.2-38.4 335, 421,447,472 30 20 537 444[M-92]"

® Numbered according to Figures 1 and 2

b Range of retention time on the C33 column
¢ Linear gradient of methanol/MTBE

? h.c.: not calculated

° n.d.: not detected
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Figure 2 Chromatogram, obtained by HPLC-DAD, of carotenoids from jackfruit

batch C. Chromatographic conditions: see text. Processed at 450 nm.

The carotenoids with 5,6-epoxide and/or 5,8-furanoid groups located at the
3- or 3'-hydroxy B-rings, all-trans-neoxanthin (peak 1), 9-cis-neoxanthin (peak 2),
all-trans-neochrome (peak 3), all-trans-luteoxanthin (peak 5), cis-antheraxanthin
(peak 6), 9-cis-violaxanthin (peak 7) and cis-luteoxanthin (peak 8), showed UV-Vis
and mass spectra features similar to those reported in the literature [11,19,20]. The
identification of 9-cis-neoxanthin was verified by injection of carotenoid extracts
from kale containing this carotenoid [24]. The location of the cis double in 9-cis-
violaxanthin (peak 7) was assigned by comparison of the UV-Vis spectrum
characteristics with those described by Meléndez-Martinez et al. [25] in a study
involving many violaxanthin isomers. These xanthophylls were found in all three
jackfruit batches, with exception of all-frans-neochrome and cis-luteoxanthin, which

were detected only in one batch.

Despite that all-frans-lutein (peak 9) and all-trans-zeaxanthin (peak 10) have
the same chemical formula (C4oHs602) and, therefore, identical protonated
molecule (m/z 569), zeaxanthin possess two B-rings, while lutein has one B-ring

and one e-ring. Thus, one of the lutein hydroxyl groups is allylic to the double
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bound in the e-ring and not conjugated with the polyene chain, resulting in ten
conjugated double bonds (c.d.b.). On the other hand, zeaxanthin has both double
bonds in B-ring conjugated to the polyene chain, and consequently its cromophore
shows eleven c.d.b. Therefore, it is possible to distinguish them by UV-visible and
mass spectra. As expected, zeaxanthin showed Anax values (427, 450, 475 nm)
higher than those from lutein (420, 444, 472 nm). The mass spectrum of
zeaxanthin showed a more intense protonated molecule peak (m/z 569) as
compared to the fragment at m/z 551 [M+H-18]", whereas for lutein the contrary
was observed, as previously reported by De Rosso and Mercadante [11]. All-trans-
lutein was found in all three batches, whereas zeaxanthin was detected only in

one.

On the other side, all-trans-zeinoxanthin (peak 11) and all-trans-a-
cryptoxanthin (peak 12), both with the same chemical formula (C4oHs60), show as
the only structural difference the position of the hydroxyl group, which is located
either at the C-3' in the e-ring allylic to the double bond as in the case of a-
cryptoxanthin or at the C-3 in the B-ring as in zeinoxanthin. Therefore, both
xanthophylls posses the same chromophore and as a consequence it is not
possible to distinguish between these isomers by UV-Vis spectra. Although these
carotenoids presented the same protonated molecule (m/z 553), their
differentiation can be carried out by mass spectrometry since the zeinoxanthin MS
showed a more intense protonated molecule peak (m/z 553) than the fragment at
m/z 535 [M+H-18]", whilst for a-cryptoxanthin the contrary was observed [11]. The
exact location of the hydroxyl group is important for the correct calculation of
vitamin A value, since all-trans-zeinoxanthin does not have provitamin activity,
whereas all-trans-o-cryptoxanthin shows 50 % activity. This fact is more significant
when these xanthophylls are present in higher amounts, such as in the tropical fruit
caja [26].

Peak 12 was characterized as cis-zeinoxanthin, most probably at the 9-cis
position due to its elution order after the corresponding all-trans- isomer, Amax

values with a 2 nm hypsochromic shift and decreased spectral fine structure as
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compared to the all-frans-zeinoxanthin (peak 11). All-trans-zeinoxanthin was found
in two batches, cis-zeinoxanthin and all-frans-a-cryptoxanthin were found only in

one batch.

It is worthwhile to mention that although all-trans-p-cryptoxanthin (peak 14)

was found in all batches of jackfruit analyzed; its cis isomers were not detected.

The cis isomers of B-carotene (peaks 15a, 16 and 19) were identified by
comparison with standards and literature data [11,20,27-29], taking into account
the decreased spectral fine structure (%lll/Il) and increased intensity of the cis-
peak (%As/Ai) as the cis-double bond was getting closer to the centre of the
molecule [30]. All-trans-p-carotene (peak 18) and all-trans-o-carotene (peak 17)
were identified by elution order on Cjzy column, UV-Vis and mass spectra
characteristics as compared to standards and to the literature [11,19,20,28]. In
order to avoid misidentification between cis-isomers of 3-carotene and all-trans-a-
carotene, it is necessary to note some important different features, mainly on their
UV-Vis spectra characteristics. As illustrated in Figure 3, the UV-Vis spectrum of
all-frans-a-carotene showed higher spectral fine structure as compared to those
from B-carotene cis-isomers; in addition, the UV-Vis spectra of the cis-isomers of -
carotene showed the cis-peak located at 335-337 nm, which did not appear in the
all-trans-o-carotene UV-Vis spectrum. Among the B-carotene isomers, three of
them (all-trans, 13-cis- and 9-cis-) were found in all jackfruit batches, whilst 15-cis-
B-carotene was found only in one batch. All-trans-a-carotene was found in two

batches.
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Figure 3 UV-Vis spectra, obtained by HPLC-DAD, of all-trans-a-carotene (bold
solid line), 9-cis-B-carotene (dot line), 13-cis-B-carotene (dash line) and 15-cis-B-

carotene (solid line).

Among the eighteen carotenoids identified in the jackfruit batches analyzed
in this study, all-trans-lutein, all-trans-p-cryptoxanthin, all-trans-a-carotene and all-
trans-pB-carotene were also reported by other researchers [12-14], while all the
other 14 carotenoids are being reported for first time in jackfruit. On the other hand,
Chandrika et al. [14] found a- and pB-zeacarotene, 5,6-epoxy-p-carotene and
crocetin, and Setiawan et al. [13] detected lycopene, all not found in the present
study. However, in none of these reports the MS technique was applied. In fact,
this kind of probably misidentification is common to occur when the recommended
minimum criteria for carotenoid identification were not fulfilled. Another example is
the identification of echinenone in palm oil [31], which is a carotenoid so far only

found in algae, bacteria and marine animals [19].
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Quantitative Composition

According to Figures 1 and 2, and considering the data on Table 2, the
major carotenoids were all-trans-p-carotene (peak 18), varying from 24 % (batch A)
to 30 % (batch C) of the total carotenoid content, and all-trans-lutein (peak 9),
ranging between 24 % (batch C) and 44 % (batch B). Moreover, the batches A and
C showed notable proportions of all-frans-neoxanthin (peak 1), 19 % and 12 %,
respectively, and of 9-cis-neoxanthin (peak 2), 9 % in both batches. It was also
notable the presence of 9-cis-violaxanthin (10 %) in batch C. Concerning the
proportion of the major carotenoids, the main difference was observed for the all-
trans-lutein proportion, which was 1.5-1.8 times higher in batch B as compared to
batches A and C. The other differences are related to minor carotenoids, giving

different global profiles.

The content of polyhydroxy carotenoids from batch A (70.5 %) was
significantly higher than those found in batches B (61.5 %) and C (60.1 %). In
addition, the contents of monohydroxy carotenoids varied from 1.9 % (batch A) to
5.7 % (batch C), and the carotene levels were 27.5, 34.1 and 33.3 % for batches A,
B and C respectively. These results denote that, most probably, the transcription
levels of the genes responsible for the carotenoid synthesis (carotenogenic gene
expression) were different for the analyzed jackfruit batches, specially the genes
responsible for the hydroxylation reactions (B-hydroxylase and e-hydroxylase),

which lead to the accumulation of poly and monohydroxy carotenoids [32].
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Table 2 Concentration (ug/100 g fresh weight) of carotenoids in different batches

of jackfruit and their vitamin A values (ug RAE/100 g fresh weight).

Carotenoids Batch A Batch B Batch C Average
all-trans-neoxanthin 6.33 +£0.15° 5.01+0.53° 17.13+£1.53° 8.85+5.73
9-cis-neoxanthin 3.19+0.15° 5.28 + 0.29° 12.92 £ 0.12° 6.87 +4.25
all-trans-neochrome not detected 2.05+0.30 not detected 0.88 + 1.11
not identified not detected not detected 5.68 £ 0.34 1.62+2.77
all-trans-luteoxanthin 0.77 £ 0.02° 2.71+0.07° 2.38+0.10° 2.06 £ 0.90
cis-antheraxanthin 1.64 £ 0.14° 0.87 +0.02° 0.98 + 0.05° 1.12+0.36
9-cis-violaxanthin 1.79 + 0.02° 4.89+0.13° 15.54 + 0.37° 7.05 +5.97
cis-luteoxanthin not detected 0.78 £ 0.02 not detected 0.34 £ 0.42
all-trans-lutein 10.36 £ 1.10° 55.61+3.18° 35.80+0.72° 37.02+20.34
all-trans-zeaxanthin not detected 2.23+0.13 not detected 0.96 £ 1.20
all-trans-zeinoxanthin not detected 2.20 £ 0.03° 2.74+0.01° 1.72+£1.20
cis-zeinoxanthin not detected 210+ 0.05 not detected 0.90+1.12
all-trans-a-cryptoxanthin ~ not detected not detected 1.24 £0.10 0.35+0.60
all-trans-B-cryptoxanthin ~ 0.67 + 0.04? 1.22 +0.06° 1.76 £ 0.01° 1.21+0.45
15-cis-pB-carotene not detected not detected 0.63 +0.01 0.18 £0.31
not identified not detected 3.84+0.12 not detected 1.65+2.05
13-cis-p-carotene 0.70 £ 0.09° 3.79+0.17° 2.19+0.02° 2.45+1.40
all-trans-a-carotene not detected 2.06 +0.12° 1.26 +0.03° 1.24 £ 0.93
all-trans-B-carotene 833+1.29° 33.32+1.48° 4512+0.65° 29.55+ 15.46
9-cis-p-carotene 0.36 + 0.03° 0.99 + 0.09° 0.93 +£0.01° 0.79 £ 0.30
Total Carotenoids 34.13+271° 12897 +2.83° 150.34+6.70° 107.98 +51.46
Vitamin A Value 0.77 +0.11° 3.27 +0.14° 4.26 + 0.29° 2.84+1.49

abe pifferent superscripts in the same row indicate mean difference at significant level of 5 %

Average and standard deviation of duplicated analysis

Limit of detection: lutein: 0.05 pg/100g, zeaxanthin: 0.10 ug/100g, B-cryptoxanthin: 0.05

ug/100g, a-carotene: 0.08 ug/100g and B-carotene: 0.02 ug/100g
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Cyclization of lycopene is a branch point in the carotenoid biosynthetic
pathway, the B,B cyclization leads to B-carotene and its derivatives, and the B,e
branch leads to a-carotene and its derivatives (zeinoxanthin and lutein) [33]. Our
results suggest that the carotenoid biosynthetic pathway was affected by either of
genetic, agricultural and/or geographical factors. Most probably the lycopene &-
cyclase gene had higher transcription in batches A and B, since the lutein contents
were 1.2-1.7 times higher than those of B-carotene. On the other hand, -carotene
level was 1.3 times higher than lutein content in batch C, most probably due to the

highest gene expression of lycopene B-cyclase.

In addition, almost all carotenoid contents were significantly different (P <
0.05) among the batches, as shown on Table 2. Quantitatively, batch A was the
most different one, showing the lowest total carotenoid content, about four times

significantly lower (P < 0.05) than those from batches B and C.

The ratio between the contents of trans/cis carotenoids was significantly
higher for batch B (5.9, P < 0.05) as compared to those from batches A and C, with
similar ratio values (3.4 e 3.5, respectively). In addition, 9-cis-neoxanthin, cis-
antheraxanthin and 9-cis-violaxanthin represented between 59.0 (batch B) and

88.7 % (batches C) of the total cis-carotenoids content.

In general, considering the average contents of carotenoids in different
batches (Table 2), the B-carotene, B-cryptoxanthin and total carotenoids contents
found in this work were considerably lower than those reported by Setiawan et al.
[13], Chandrika et al. [14] and Jagadeesh et al. [3]. However, the results from
batches B and C were consistent with those reported by Tee and Lim [12], 223
ug/100 g for total carotenoids, being 43 % of lutein (95 ug/100 g) and 25 % of B-
carotene (56 pug/100 g). In addition, the carotenoid content in batch A was similar to

that reported for jackfruit from Brazil [34].

For vitamin A activity, a carotenoid must have at least one unsubstituted -

ionone ring with an attached polyene side chain of at least eleven carbon.
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According to these important structural requirements, among the eighteen
identified carotenoids, only seven of them showed vitamin A activity: «-
cryptoxanthin, B-cryptoxanthin, a-carotene and [-carotene (all-trans- and cis-
isomers). As shown on Table 2, the provitamin A values calculated for jackfruit
batches were in the range of 0.8 to 4.3 ug RAE/100 g, with an average value of 2.8
ug RAE/100 g. These results are similar to that of 5.5 ung RAE/100 g reported by
Tee and Lim [12].

In summary, in the present study, eighteen carotenoids were successfully
separated, identified and quantified by HPLC-DAD-MS/MS; fourteen of them being
detected for the first time in jackfruit. Among the analyzed batches, the differences
were concerned either to qualitative or quantitative composition of carotenoids,
which may denote that the commercial batches available represent different

jackfruit cultivars or varieties.
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CAPITULO IV

IDENTIFICAGAO E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DE JAMBOLAO (Syzygium cumini)

Manuscrito em preparacgao para ser submetido a revista

Journal of Agricultural and Food Chemistry
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RESUMO

A composicao de carotenoides e compostos fendlicos de frutos de jambolao
(Syzygium cumini) foi determinada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada aos detectores de arranjo de diodos e espectrometro de massas (HPLC-
DAD-MS/MS). Foram encontrados dois carotenoides principais: all-trans-luteina
(43,7 %) e all-trans-B-caroteno (25,4 %). A composicao de antocianinas foi
marcada pela presenca de diglucosideos de cinco das seis agliconas comumente
encontradas em alimentos, sendo que as principais antocianinas foram delfinidina
3,5-diglucosideo (45 %), petunidina 3,5-diglucosideo (32 %) e malvidina 3,5-
diglucosideo (15 %). Esse padrao também foi observado para outros flavonoides,
onde o0s principais compostos identificados foram diglucosideos de
diidromirecetina, metil-dildromirecetina e dimetil-dildromirecetina, além de
mirecetina glucosideo e um éster de galoil-glucose. Além da composigao de
compostos bioativos, a atividade antioxidante de um extrato funcional rico em
antocianinas foi avaliada, em diferentes condi¢gdes de pH, por meio da atividade
antirradical ABTS"" e efeito protetor frente ao '0,. A atividade antirradical ABTS"*
foi dependente do pH do meio, com valores de TEAC entre 4,8 (pH 1,0) e 12,7
umol Trolox/g fruta (pH 5,0). O extrato funcional apresentou cerca de 60% de
protecdo ao dimetilantraceno frente a oxidagéo por 'O, em condigdes de pH 1,0 e
3,0, sendo essa atividade superior aquela apresentada por outras frutas

vermelhas.

Palavras-chave: antocianinas, ABTS®', atividade antioxidante, carotenoides,
flavonoides, HPLC-DAD-MS/MS, oxigénio singlete, pH, TEAC
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1. Introdugao

O jambolao (Syzygium cumini), como é popularmente conhecido no Brasil,
¢ uma planta da familia MYRTACEAE, oriunda da Asia tropical, mais
especificamente da india, sendo encontrado como floresta nativa desde as
planicies ao sul do Himalaia até a Oceania, Africa e Havai. Tem como sinonimia
os nomes de Eugenia jambolana, Myrtus cumini, Syzygium jambolanum DC e
Eugenia cumini (Loguercio & Battistin, 2004). No Brasil, o jamboldo adaptou-se
muito bem no Nordeste, embora seja também encontrado em estados do sul e

sudeste, como Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo e Rio Grande do Sul.

Os frutos de jamboldo sdo pequenos, com 2-3 cm de comprimento, e
apresentam forma ovoide de coloragédo roxo-avermelhada a quase negra quando
maduros. O fruto ainda possui uma semente Unica e grande, quando comparada
com o tamanho do fruto, envolta por uma polpa carnosa com sabor adstringente,
que pode ser de coloragao rosada ou praticamente branca. No Brasil, a frutificacéo
ocorre de janeiro a maio. Na india, o jamboldo, além de ser consumido in natura, é
usado na confecgado de doces e tortas, enquanto que no Brasil, o jambolao tem
sido cultivado como planta ornamental (Benherlal & Arumughan, 2007; Li et al.,

2009a), sendo que o fruto também é consumido in natura.

Devido ao uso popular das folhas e frutas de jamboldo para auxiliar no
tratamento de diabetes, nos ultimos anos surgiram alguns estudos com o objetivo
de avaliar as propriedades antioxidantes de extratos obtidos de diferentes partes
da planta. Foi demonstrado, por exemplo, que o germe da semente destas frutas
restaurou as alteragdes lipidicas causadas pela diabetes (Ravi et al., 2005) e
apresentou elevada atividade frente aos radicais superoxido e hidroxila quando
comparado a padrées como catequina e trolox (Benherlal & Arumughan, 2007).
Comparado com extratos de outras frutas, os extratos de frutos de jambolao
apresentaram alta atividade antioxidante induzida por acetato de cobre em
lipossomas, enquanto que no sistema B-caroteno-acido linoleico esta atividade foi

intermediaria (Hassimoto et al., 2005). Essas propriedades, de uma forma geral,
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estdo relacionadas a presenga de compostos bioativos na planta, principalmente

flavonoides e outros compostos fendlicos.

Entre os compostos fendlicos encontrados na natureza estdo os acidos
fendlicos e os flavonoides, sendo que estes ultimos ainda podem ser divididos em
diferentes grupos ou subclasses, tais como flavonois, flavonas, isoflavonas,
flavanondis, flavanonas, antocianidinas e catequinas. Esses grupos diferenciam-se
por variagdes no arranjo estrutural e posi¢des dos grupos funcionais na estrutura
basica de 15 carbonos (Cs-C3-Cg), podendo ainda ser glicosilados com diferentes
acucares, os quais podem estar acilados ou n&o, levando a cerca de 9000
flavonoides diferentes encontrados na natureza. Devido a uma forte tendéncia das
plantas taxonomicamente relacionadas produzirem tipos similares de flavonoides,
estes compostos costumam ser usados como marcadores taxonédmicos (Cuyckens
& Claeys, 2004; Williams & Grayer, 2004).

As antocianinas constituem um grupo especial dentro dos flavonoides pelo
fato desses compostos apresentarem coloragdo intensa, sendo responsaveis
pelas cores azul, vermelha, violeta ou purpura de muitas flores e frutos. O grande
numero de antocianinas diferentes, mais de 500, encontrado em plantas € devido
a variagdo na natureza do glicosideo e do acido, ja que até hoje, apenas 15
agliconas foram caracterizadas (Strack & Wray, 1994). Em alimentos, as agliconas
sao representadas pelas seis antocianidinas mais comuns, das quais a cianidina é
a mais frequente, seguida de peonidina e delfinidina, e por fim pelargonidina,
malvidina e petunidina (Wu & Prior, 2005).

Por outro lado, os carotenoides sdo pigmentos de coloragdo amarela a
vermelha, encontrados no reino vegetal, animal e em microrganismos, cuja
estrutura basica € um tetraterpeno com 40 atomos de carbono. A modificacéo
dessa estrutura basica, como por exemplo, presenga de grupos funcionais
hidroxilicos, carboxilicos e/ou epdxidos, bem como grupos terminais aciclicos,
monociclicos ou biciclicos, leva a uma grande diversidade de estruturas quimicas
(Britton, 1995), sendo que mais de 600 carotenoides ja foram identificados na

natureza.
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Tanto os compostos fendlicos, incluindo as antocianinas, como o0s
carotenoides, tém sido considerados compostos bioativos devido as suas
propriedades antioxidantes e efeitos benéficos na redugdo do risco de
desenvolvimento de doengas crénico-degenerativas, tais como cancer, doengas

cardiovasculares, degeneragdo macular e diabetes.

As principais antocianinas de jamboldo foram identificadas como 3,5-
diglucosideos de delfinidina, petunidina e malvidina (Brito et al., 2007; Li et al.,
2009a; Veigas et al., 2007). No entanto, n&do foram encontradas na literatura
informacgdes a respeito da identificagcdo de compostos fendlicos ndo antocianicos,
assim como de carotenoides, em frutos de jamboldo. Considerando o exposto, o
objetivo do presente trabalho foi quantificar compostos bioativos presentes em
frutos de jambolao, bem como identificar os compostos fendlicos e carotenoides
dessa fruta por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos
detectores de arranjo de diodos e espectrometro de massas (HPLC-DAD-MS/MS).
Além disso, a atividade antioxidante de um extrato funcional rico em antocianinas
foi avaliada, em diferentes condicoes de pH, por meio da atividade antirradical
2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS®") e do efeito protetor

frente ao oxigénio singlete.

2. Material e Métodos
2.1. Material

Frutos maduros de jambolao, safra 2008, foram obtidos, junto a produtores
na cidade de Pelotas, RS, e armazenados a —36 °C. Os frutos classificados como
maduros foram aqueles que apresentavam casca com coloragdo roxa escura.
Para a obtencéo dos extratos, os frutos foram descarogados e a parte comestivel

(polpa e casca) foi homogeneizada.

Padrées de cianidina 3-glucosideo, cianidina 3-galactosideo, cianidina 3-

rutinosideo, cianidina 3,5-diglucosideo, cianidina 3-ramnosideo, pelargonidina 3-
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glucosideo, peonidina 3-glucosideo, cianidina, pelargonidina, quercetina 3-
galactosideo, quercetina 3-ramnosideo, epicatequina e dos acidos galico, p-
hidroxibenzoico, cafeico, coumarico, ferulico e elagico foram obtidos da
Extrasynthése (Genay, Francga). Padrbes de rutina, quercetina 3-glucosideo,
quercetina, naringenina, luteolina, acido tanico e acido ascorbico foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (Chemie, Alemanha). Padrbées de naringina, mirecetina,
apigenina, kaempferol e catequina foram obtidos da Fluka (Steinheim, Alemanha).
Padrbes de all-frans- de luteina, zeaxantina, B-criptoxantina, p-caroteno e a-
caroteno, assim como dos isémeros 9-cis-, 13-cis- e 15-cis-B-caroteno foram
cedidos pela DSM Nutritional Products (Basel, Suigca). Todos os padrbes

apresentavam no minimo 95 % de pureza.

Os reagentes [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] (ABTS),
persulfato de potassio, acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico
(Trolox), azul de metileno (MB), dimetilantraceno (DMA) e albumina bovina (BSA)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich e o reagente de Folin-Ciocalteau foi fornecido

pela Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os solventes, acidos e sais grau p.a. utilizados foram adquiridos da
Labsynth (Diadema, Brasil). Os solventes grau cromatografico (HPLC) foram
obtidos da Merck (Darmstadt, Alemanha) ou da Mallinckrodt Baker (Philipsburg,
MT). A agua destilada foi deionizada em sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, MA).

Para as analises cromatograficas, as amostras e os solventes foram

filtrados utilizando, respectivamente, membranas de 0,22 e 0,45 um da Millipore.
2.2. Equipamentos

As analises de quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides,
antocianinas monoméricas e taninos, assim como as medidas dos espectros de
absorcdo UV-visivel e os testes de atividade antioxidante foram realizados em um

espectrofotdmetro Agilent 8453 (Santa Clara, CA).
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Para a excitacdo do fotossensibilizador (azul de metileno) e consequente
formacgao de oxigénio singlete foi utilizada uma lampada incandescente de xenénio
(150 W), associada a um filtro de luz de cor vermelha, permitindo somente a

passagem de luz com comprimento de onda maior que 600 nm.

As analises cromatograficas foram realizadas em um cromatoégrafo liquido
de alta eficiéncia (HPLC) com sistema de bombeamento quaternario (modelo LC-
20AD, Shimadzu, Kyoto, Japao), desgaseificador on line e valvula de injegao
Rheodyne de 20 ulL, conectado em série a um detector de arranjo de diodos
(DAD) (Shimadzu, modelo SPD-M20A) e um espectrdmetro de massas (MS) com
analisador ion trap, modelo Esquire 4000 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha),
equipado com interfaces eletrospray (ESI) e de ionizagdo quimica a pressao
atmosférica (APCI).

2.3. Extratos
2.3.1. Compostos fendlicos

As antocianinas foram exaustivamente extraidas a partir de 3,0 g de fruta
homogeneizada (polpa + casca), utilizando etanol com 1 % de HCI, enquanto que
os demais compostos fendlicos foram exaustivamente extraidos a partir de 10,0 g
de fruta, com solugado de metanol/agua (8:2). Além destes dois extratos, foi obtido
um terceiro extrato, rico em antocianinas, denominado extrato funcional (EF), que
foi utilizado para avaliacdo das propriedades antioxidantes. Para a obtencdo do
EF, 4 amostras com 10 g de fruta foram extraidas utilizando etanol com 5 % de
H;PO4s e os extratos foram combinados. Todos os extratos (antocianinas,
compostos fendlicos e EF) foram obtidos por meio de agitagdo em um
homogeneizador Metabo GE700 (Nurtingen, Alemanha), seguido de filtragdo a
vacuo. Em seguida, esses extratos foram concentrados em evaporador rotatério (T
< 35 °C) para remogao da maior quantidade possivel do solvente orgénico, o
volume foi ajustado com agua deionizada acidificada com HCI (pH 1,0) e os
extratos foram mantidos sob atmosfera de nitrogénio, a —-36 °C. Todos os

procedimentos de extracido foram realizados em duplicata.
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O extrato de antocianinas (etanol 1 % HCI) foi utilizado para quantificagéo
de antocianinas monomeéricas da fruta e identificagdo de antocianinas por HPLC-
DAD-MS/MS. O extrato de compostos fendlicos (metanol/agua 8:2) foi utilizado
para quantificacdo de compostos fendlicos totais, flavonoides totais e taninos da
fruta e identificacdo de flavonoides por HPLC-DAD-MS/MS. O extrato funcional foi
utiizado para estudo da atividade antioxidante, apos ser submetido a
caracterizagao de compostos bioativos (conteudo de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais, antocianinas monoméricas, taninos, &cido ascorbico e

carotenoides).

Antes da analise por HPLC-DAD-MS/MS, o extrato de antocianinas foi
submetido a uma purificagao parcial para remoc¢ao de agucares, utilizando coluna

de XAD-7 (Sigma), segundo método descrito por Degenhardt et al. (2000).
2.3.2. Carotenoides

Os carotenoides foram exaustivamente extraidos, a partir de 15,0 g de fruta
homogeneizada (polpa + casca), por meio de maceragdo em almofariz com
acetona. Esse extrato foi filtrado, transferido para éter de petréleo/éter etilico (2:1)
e submetido a saponificagdo com 10 % de KOH em metanol a temperatura
ambiente por uma noite, seguido de lavagem para retirada completa do alcali (De
Rosso & Mercadante, 2007a). Os carotenoides do EF foram extraidos por meio de
extracao liquido-liquido com acetato de etila. Ambos os extratos foram submetidos
a evaporagao completa do solvente em evaporador rotatério (T < 40°C) e o extrato

seco, sob atmosfera de nitrogénio, foi armazenado a —36 °C.
2.3.3. Acido Ascérbico

A extragao de acido ascérbico foi realizada a partir de 10,0 g de fruta ou de
10 mL de EF. Ambos extratos foram preparados utilizando 30 mL de solucdo
aquosa 1 % de acido oxalico, por meio de agitagdo, seguida de filtragédo, e
lavagem adicional da amostra com 10 mL da solugcdo extratora (Benassi &

Antunes, 1988). O extrato foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL, sendo o
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volume completado com a mesma solucdo utilizada para extragcdo, e submetido
imediatamente a analise cromatografica (de acordo com método descrito no item
2.5.3).

2.4. Analise quantitativa de compostos fendlicos
2.4.1. Compostos fendlicos totais

A determinagdo dos compostos fendlicos totais foi realizada, tanto no EF
como no extrato da fruta obtido com metanol/agua, pelo método de Folin-
Ciocalteau, segundo Singleton & Rossi (1965), por meio de reagdo com reagente
Folin na presengca de solugdo aquosa de carbonato de sédio 0,26 mol/L
(concentragao final), durante 90 min no escuro, seguido de leitura da absorbancia
em 765 nm. A quantificagao foi realizada com base em curva de calibragdo de
acido galico (2,0-8,0 mg/L), sendo os resultados expressos em mg equivalente de

acido galico (GAE)/100 g amostra (base umida).
2.4.2. Flavonoides

O conteudo de flavonoides foi determinado, tanto no EF como no extrato da
fruta obtido com metanol/agua, segundo Zhishen et al. (1999), por meio de reagao
com AICl3 22,5 mmol/L (concentracao final) na presenga de NaNO;, 21,7 mmol/L
(concentragao final), seguido de leitura da absorbancia em 510 nm. A
quantificacdo foi realizada utilizando curva de calibragdo de catequina (5,0-20,0
mg/L), sendo os resultados expressos em mg equivalente de catequina (CE)/100 g

amostra (base umida).
2.4.3. Antocianinas monoméricas

O teor de antocianinas monoméricas (AM) foi determinado, tanto no EF
como no extrato da fruta obtido com etanol 1 % HCI, pelo método de pH
diferencial, descrito por Lee et al. (2005). Resumidamente, o extrato foi diluido em
solugdes tampao pH 1,0 (cloreto de potassio 0,025 mol/L) e pH 4,5 (acetato de

sédio 0,4 mol/L) de forma a obter, em pH 1, absorbancia de ~0,8 a 520 nm. O
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extrato diluido foi mantido no escuro por 30 min e, em seguida, submetido as
leituras de absorbancia a 520 e 700 nm. O conteudo de AM foi calculado como
equivalente de cianidina 3-glucosideo (cyd 3-glu), considerando peso molecular
(PM) de 449,2 g/mol e absortividade molar (¢) de 26900 L/mol.cm (Jurd & Asen,

1966), utilizando a equacgao 1.

|.(A520 - A7oo )pH1 - (A520 B A7oo )pH4,5 JX MMxFDx10°

ex|

AM = (1)
onde Asyo € A7gp S@0 as absorbancias a 520 e 700 nm, respectivamente; FD é o

fator de diluicdo e | € caminho 6tico em cm.
2.4.4. Taninos

Para determinar o conteudo de taninos, o extrato fendlico e o EF foram
inicialmente submetidos a precipitagdo com BSA. Apds 15 min, o precipitado foi
coletado e re-dissolvido em solugdo aquosa contendo 34,7 mmol/L de dodecil
sulfato de sodio (SDS), 5 %., de trietanolamina e 20 %, de isopropanol. Essa
solugao foi submetida a reagdo com FeCls (concentracéo final de 2 mmol/L), em
meio acido (HCI 2 mmol/L, concentragéo final), durante 15-30 min, seguida de
leitura da absorbancia a 510 nm (Waterman & Mole, 1994). A quantificacao foi
realizada com base em curva de calibragao de acido tanico (0,2-1,2 mg/L), sendo
os resultados expressos em mg equivalente de acido tanico (TAE)/100 g amostra

(base umida).
2.5. Anadlises por HPLC-DAD e HPLC-DAD-MS/MS
2.5.1. Compostos fendlicos

As antocianinas, tanto no EF como no extrato da fruta obtido com etanol 1
% HCI, foram separadas em uma coluna C4g Shim-pack CLC-ODS (5 um, 250 x
4,6 mm i.d.) (Shimadzu, Canby, OR), utilizando como fase mdvel um gradiente
linear de agua/metanol, ambos com 5 %,,, de acido formico, de 90:10 para 60:40

em 20 min, seguindo para 20:80 em mais 15 min e mantendo esta proporgao por 5
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min. Os demais compostos fendlicos (do extrato da fruta obtido com
metanol/agua) foram separados em coluna Cqg(2) Luna (5 um, 250 x 4,6 mm i.d.)
(Phenomenex, Torrance, CA), usando como fase movel gradiente linear de
agual/acetonitrila, ambos com 2 %,,, de acido férmico, de 93:7 para 86:14 em 25
min, seguindo para 80:20 em 10 min, para 70:30 em 7 min, para 20:80 em 13 min
e mantendo esta propor¢do por 3 min. Em ambas as analises, utilizou-se fluxo de
0,9 mL/min e a temperatura das colunas foi mantida a 29 °C. Os espectros de
absor¢ao UV-visivel foram adquiridos entre 200 e 600 nm e os cromatogramas
foram processados em 280, 320, 360 e 520 nm. Apds passar pela cela do DAD, o
fluxo proveniente da coluna foi dividido, permitindo que somente 0,15 mL/min
entrassem na fonte de ionizacdo. Para a analise por espectrometria de massas
(MS), foi utilizada fonte de ionizagado ESI, operando tanto no modo positivo (ESI+)
como no modo negativo (ESI-), com voltagem no capilar de 2,5 e 1,5 kV,
respectivamente. A voltagem na saida do capilar foi de 95,2 V para antocianinas
(ESI+) e de 120 V para os demais compostos fendlicos (ESI+ e ESI-). As demais
condigdes em ambos os modos foram: end plate offset -500 V, temperatura do gas
de secagem (N;) 325 °C e fluxo de 8 L/min, nebulizador a 30 psi. O MS/MS foi
adquirido no modo automatico, aplicando energia de fragmentagéo de 1,2 V. A

faixa de varredura para os espectros de massas foi de m/z 100 a 1000.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada com base nos
resultados combinados dos seguintes parametros: ordem de eluicdo em fase
reversa, co-cromatografia com padrdes e caracteristicas dos espectros UV-visivel
e de massas, comparando com dados disponiveis na literatura (Cuyckens &
Claeys, 2004; De Rosso & Mercadante, 2007b; De Rosso et al., 2008; Fabre et al.,
2001; Lin & Harnly, 2007; Rijke et al., 2006; Sakakibara et al., 2003; Wu & Prior,
2005).

2.5.2. Carotenoides

Os carotenoides foram separados em coluna C3p YMC (5 um, 250 x 4,6 mm

i.d.) (Waters, Wilmington, DE), usando como fase mdvel um gradiente linear de
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metanol/éter metil terc-butilico (MTBE) de 95:5 para 70:30 em 30 min, seguindo
para 50:50 em 20 min, com fluxo de 0,9 mL/min e temperatura da coluna de 29 °C.
Os espectros de absor¢cao UV-visivel foram adquiridos entre 250 e 650 nm e os
cromatogramas foram processados em 280, 350 e 450 nm. Para a analise por
espectrometria de massas, foi utilizada fonte de ionizagcdo APCI, operando no
modo positivo, com as seguintes condi¢des: corrente de 4,0 pA, temperatura da
fonte de 450 °C, temperatura do gas de secagem (Nz) 350 °C e fluxo de 5 L/min,
nebulizador a 60 psi. O espectro de MS/MS foi adquirido no modo automatico,
aplicando energia de fragmentacdo de 1,4 V. A faixa de varredura para os

espectros de massas foi de m/z 100 a 700.

A identificacdo dos carotenoides foi realizada com base nos resultados
combinados dos seguintes parametros: ordem de eluicdo na coluna Cso,
caracteristicas dos espectros UV-visivel (Amax, €strutura fina do espectro (%lll/11) e
intensidade do pico “cis” (%As/Ai)) e de massas, comparando com padrdes
analisados nas mesmas condi¢cdes e com dados disponiveis na literatura (Back &
Enzell, 1995; Britton, 1995; Britton et al., 2004; De Rosso & Mercadante, 2007a,b).

Os carotenoides foram quantificados por HPLC-DAD com base em curvas
de calibragao para os isbmeros all-trans- de luteina, zeaxantina, p-criptoxantina, a-
caroteno e B-caroteno. Os isébmeros cis, quando presentes, foram estimados

utilizando a curva de calibragao do isémero all-frans correspondente.
2.5.3. Acido Ascérbico

O acido ascorbico foi analisado por HPLC-DAD, utilizando a coluna Cis
Shim-pack descrita anteriormente (item 2.5.1) e como fase mdvel uma solugéo
aquosa de acido sulfurico a pH 2,5, em condigcéo isocratica, com fluxo de 0,7
mL/min e temperatura da coluna de 25 °C (Souza et al., 2004). Os cromatogramas
foram processados a 254 nm. O limite de detecgédo (LOD) de 0,01 mg/100 g foi
calculado, por meio da equagao 2 (Shabir, 2003), usando os paradmetros de uma

curva de calibragao obtida para acido ascérbico (5-60 ug/mL).
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LOD =33 (EJ (2)
CA

onde DP é o desvio padrdao da resposta e CA é o coeficiente angular do ajuste

linear obtido para a curva de calibracao.
2.6. Determinagio da atividade antirradical ABTS®*

As andlises de atividade antirradical ABTS"" foram realizadas de acordo
com o método descrito por Re et al. (1999), nas condigdes de pH 1,0; 3,0; 5,0; 7,0
e 9,0, utilizando solucdo tampé&o apropriada para cada pH. O EF foi diluido em
cada tampao em uma proporgao de 0,7 %.,,. O extrato diluido foi adicionado a
solugdo de ABTS®, em proporcdo (1:1), e imediatamente iniciou-se o
acompanhamento da absorbancia a 734 nm por 15 minutos. Os resultados foram
calculados com base em curvas de calibragdo de Trolox (3-20 umol/L), obtidas
para cada condicdo de pH, e expressos como TEAC (capacidade antioxidante

equivalente a Trolox).
2.7. Determinagio da atividade frente ao oxigénio singlete ('0,)

As andlises da atividade frente ao 'O, foram realizadas nas condicdes de
pH 1,0 e 3,0, utilizando solugdo tampao apropriada para cada pH. Nos demais
valores de pH, para diferentes tipos de solugdo tampao testadas, ocorreu
insolubilizagdo do azul de metileno (MB) ao misturar a solugdo deste composto
com a solucédo tampao, inviabilizando esta analise nas condi¢gdes de pH 5,0 a 9,0.
Dimetilantraceno (DMA, 0,1 mmol/L, concentragdo final) foi utilizado como
actinbmetro e MB (10 umol/L, concentracéo final) como sensibilizador, ambos
dissolvidos em etanol. O EF foi diluido em tampao a uma proporgao de 5 %yy. O
extrato diluido foi misturado com a solugdo de MB, em proporcéo (1:1) e foi
adicionada a essa mistura a solugao de DMA. Esse sistema foi iluminado durante
21 min (utilizando o sistema descrito no item 2.2) e o monitoramento foi realizado

por meio de medidas espectrofotométricas na faixa de 190-900 nm, no decorrer do
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experimento. O percentual de inibi¢ao foi determinado considerando o decaimento
da absorbancia do DMA a 375 nm, de acordo com a equagao 3.

%Protegao = (kDMA — Kouner j x100 (3)

DMA

onde kpwa €© kpma+er S@0 as constantes de decaimento da absorbéncia do
dimetilantraceno, a 375 nm, na auséncia e na presenca, respectivamente, do

extrato funcional.

3. Resultados e Discussao
3.1. Compostos bioativos

Pode-se observar na Tabela 1 que todos os compostos bioativos estdo
presentes em menores concentragdes no extrato funcional quando comparados
aos teores encontrados na fruta. Essa diferenga pode ser decorrente de dois
fatores, um deles em funcdo de que para a quantificacdo desses compostos na
fruta foi realizada extracdo exaustiva, enquanto que o EF nao foi obtido com
extragdo exaustiva, ja que o objetivo era obter um extrato com atividade
antioxidante. O segundo fator esta relacionado a capacidade de extragdo da
solugdo extratora (etanol com 5 % de H3PO,) utilizada para obtengcdo do EF,
responsavel principalmente pela baixa extragdo de compostos apolares, como os
carotenoides. De fato, os teores de antocianinas e de compostos fendlicos totais
foram influenciados pelo tipo de solugdo utilizada para extracdo (Kapasakalidis et
al., 2006; Metivier et al., 1980).
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Tabela 1. Teores de compostos bioativos de jambol&o.

Composto Bioativo Fruta® EF?
Compostos Fendlicos Totais
148,3 + 32,4 86,3+ 3,9
(mg GAE/100 g amostra)
Flavonoides Totais
91,2+ 15,7 20,8 £3,3
(mg CE/100 g amostra)
Antocianinas Monoméricas
210,9+ 9,1 158,3 + 26,7
(mg cyd 3-glu/100 g amostra)
Taninos
3,9+0,8 0,20 £ 0,01
(mg TAE/100 g amostra)
Acido Ascérbico
<0,01 <0,01
(mg/100 g)
Carotenoides
89,2+54 0,7+0,1

(ng/100 g amostra)

# média e desvio médio de analise em duplicata
EF — extrato funcional; GAE — equivalente de acido galico; CE — equivalente de

catequina; cyd 3-glu — cianidina 3-glucosideo; TAE — equivalente de acido tanico

Era esperado um maior conteudo de compostos fendlicos totais, tanto na
fruta como no EF, embora tenha sido observado uma razoavel variabilidade nos
valores relatados na literatura para essa fruta, que foram entre 236 e 390 mg
GAE/100 g de fruta (base umida) (Benherlal & Arumughan, 2007; Luximon-
Ramma et al., 2003) e entre 596 e 995 mg GAE/100 g de fruta (base seca)
(Reynertson et al., 2008; Veigas et al., 2007). Convém mencionar que,
diferentemente do procedimento adotado neste trabalho e daquele realizado no
trabalho de Benherlal & Arumughan (2007), a reacdo de Folin-Ciocalteau para
determinacdo de compostos fendlicos totais foi realizada em extratos obtidos com
solvente acidificado (Reynertson et al., 2008; Veigas et al., 2007), o qual
proporciona extragdo de maior quantidade de antocianinas. Além disso, é

necessario considerar que uma certa variabilidade na composicao da matéria-
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prima pode ocorrer devido a fatores tais como condi¢des de cultivo da planta,
época de colheita dos frutos e fatores geograficos.

Por outro lado, o conteudo de flavonoides encontrado nos frutos de
jambolao no presente trabalho foi cerca de 7 e 13 vezes maior que os valores
relatados anteriormente, respectivamente, de 13,5 mg/100 g (Luximon-Ramma et
al., 2003) e 7 mg/100 g (Benherlal & Arumughan, 2007). Esta diferenca pode ser
atribuida a variabilidade inerente da matéria-prima, bem como as diferencas na
metodologia ou padrao utilizado. Benherlal & Arumughan (2007) trabalharam com
um método um pouco diferente, fazendo reagdo com AICIl; na presenca de acetato
de potassio e com 2,4-dinitrofenil hidrazina (leitura em 415 nm em ambos os
casos) e utilizando como padrées quercetina e naringenina, respectivamente.
Luximon-Ramma et al. (2003) utilizaram reagdo com AICl3, porém quercetina como

padrao.

O conteudo de antocianinas monomeéricas esta na mesma faixa dos valores
relatados na literatura, embora estes também tenham apresentado razoavel
variabilidade: 134 mg cyd 3-glu/100 g (base umida) (Benherlal & Arumughan
(2007) e entre 230 e 633 mg cyd 3-glu/100 g (base seca) (Reynertson et al., 2008;
Veigas et al., 2007).

O conteudo de taninos foi baixo, considerando o sabor adstringente
caracteristico de jamboldo. Contudo, ndo foram encontrados na literatura outros
trabalhos onde tenha sido determinado, em frutos de jamboldo, o conteudo de
taninos pelo método de precipitacdo de albumina bovina e reacdo com cloreto
férrico. Luximon-Ramma et al. (2003) encontrou em jamboldo 45 mg/100 g de
proantocianidinas, quantificadas como cianidina-cloreto, utilizando um método com
HCI e butanol, descrito por Porter et al. (1986, citado por Luximon-Ramma et al.,
2003) que se baseia na conversao das proantocianidinas (taninos condensados)

nas respectivas antocianidinas.

O baixo conteudo de carotenoides era esperado, tanto na fruta como no EF,

considerando que essa fruta apresenta polpa de coloragdo clara, sendo
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comparavel aos teores de carotenoides totais apresentados por outras frutas ricas
em antocianinas, tais como morango (26 pg/100 g), mirtilo (290 pg/100 g) e
espécies de groselha Ribes rubrum (45 pug/100 g) e R. nigrum (280 nug/100 g), por
exemplo (Marinova & Ribarova, 2007). Além disso, especificamente no caso do
EF, este foi obtido com solugao etandlica acida, onde a solubilidade e estabilidade

dos carotenoides é restrita.

Quando comparado a outras frutas da familia MYRTACEAE, o jamboléo
apresentou um elevado conteudo de antocianinas monomeéricas (211 mg/100 g),
considerando os valores relatados para camu-camu (Myrciaria dubia), 30-54
mg/100 g (Zanatta et al., 2005), Eugenia myrtifolia, 33 mg/100 g (Longo et al.,
2007), e baguacgu (Eugenia umbelliflora), 324 mg/100 g (Kuskoski et al., 2003). Por
outro lado, o conteudo de carotenoides totais presente em camu-camu, 355-1095
ug/100 g (Zanatta & Mercadante, 2007) foi de 4 a 12 vezes maior que o valor

encontrado nos frutos de jambolao (89 ug/100 g).
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3.2. Perfil de compostos fendlicos

A Figura 1 apresenta o cromatograma de antocianinas de jambol&do, sendo
que o mesmo perfil foi encontrado no extrato funcional. A Tabela 2 reune as
caracteristicas cromatograficas e dos espectros UV-visivel e de massas
apresentadas por esses pigmentos, cujas estruturas sdo ilustradas na Figura 2. A
diferenga na extratibilidade das solugdes utilizadas para obtencdo do extrato de
antocianinas (etanol 1 % HCI) e do extrato funcional (etanol 5 % H3POQO4) pode ser
observada por meio das proporcdes relativas de cada antocianina presente na
fruta e no extrato funcional (Tabela 2). Entre as principais antocianinas, a
proporgao de delfinidina 3,5-diglucosideo extraida na solugdo com acido cloridrico
(45 %) foi 1,2 vezes maior que aquela obtida com a solugdo contendo acido
fosférico (37 %). Entre as antocianinas minoritarias, a extragdo de petunidina 3-
glucosideo, malvidina 3-glucosideo e das antocianinas do pico 4 (peonidina 3,5-
diglucosideo e delfinidina 3-glucosideo) foi cerca de 2 vezes maior com a solugao

contendo acido fosférico em relacédo a solugdo com acido cloridrico.
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Figura 1. Cromatograma, obtido por HPLC-DAD, das antocianinas de jambol&o.
Picos identificados de acordo com a Tabela 2. Condigdes cromatograficas: ver

texto.
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Tabela 2. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas, obtidas por HPLC-DAD-MS/MS, e composi¢cao das antocianinas de jambolao.
Pico® Antocianina tr (Min)®  Apax (NM)° ar lons fragmentos obtidos em MS/MS e il
(m/z) (m/z) (mg cyd 3-glu/100 g)°

1 Delfinidina 3,5-diglucosideo 10,3-10,4 274, 523 627 465[M-162]", 303[M-162-162]" 95,6 £4,2 59,0+ 0,5

2 Cianidina 3,5-diglucosideo 11,8-11,9 276, 515 611 449[M-162]", 287[M-162-162]" 88+04 6,7+0,2

3 Petunidina 3,5-diglucosideo 12,8 274,525 641 479[M-162]", 317[M-162-162]" 68,0 +1,7 53,5+1,1
4a Peonidina 3,5-diglucosideo 14,0-14,1 275, 525 625 463[M-162]", 301[M-162-162]" 4,7+0,7 71+23
4b Delfinidina 3-glucosideo 465 303[M-162]"

5 Malvidina 3,5-diglucosideo 14,9 274, 526 655 493[M-162]", 331[M-162-162]" 32,0+15 29,2+21
6a Delfinidina acetil-diglucosideo 15,7-15,9 278, 519 669 507[M-162]", 465[M-204]", 303[M-162-204]" 0,4+0,0 0,3+0,1
6b Cianidina 3-glucosideo 449 287[M-162]"

7 Petunidina 3-glucosideo 17,0-17,3 275, 527 479 317[M-162]" 1,1+0,0 1,7+0,4

8 Malvidina 3-glucosideo 19,4-19,6 285, 528 493 331[M-162]" 0,4+0,1 0,8+0,2

® Picos numerados de acordo com a Figura 1

® Faixa de tempo de retengao na coluna C4g Shim-pack

¢ Gradiente linear de agua/metanol, ambos com 5 %.,,, de acido formico

¢ Calculado com base na porcentagem de area, utilizando como area total o conteido de antocianinas monomeéricas (Tabela 1)

EF — extrato funcional; cyd 3-glu — cianidina 3-glucosideo
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Antocianidina

OH Aglicona R1 R2
HO Cianidina OH H
R2 g .
5 Peonidina OCH, H
.§ Delfinidina OH OH
OH 2 Petunidina OCH, OH
<
RA1 Malvidina OCH, OCH,
Flavanonol OH s Diidromirecetina OH OH
s Diidroquercetina OH H
HO 0 s :
R2 3 Metil-dhm OCH, OH
w Dimetil-dhm OCH, OCH,
OH
OH O
OH
HO OH
HO
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Figura 2. Estruturas das agliconas dos compostos fendlicos encontrados

em jambolao. (dhm — diidromirecetina)

O perfil de antocianinas de jambolao foi marcado pela presenga de
diglucosideos de diferentes agliconas. Cinco das seis agliconas mais comumente
encontradas em alimentos foram identificadas em jambol&o: delfinidina (dpn, m/z a
303), cianidina (cyd, m/z a 287), petunidina (ptd, m/z a 317), peonidina (pnd, m/z a
301) e malvidina (mvd, m/z a 331). A identificagdo de cyd 3-glucosideo, cyd 3,5-
diglucosideo, mvd 3-glucosideo e mvd 3,5-diglucosideo foi confirmada por meio de
co-cromatografia com os respectivos padrdes. Os picos 1 a 5 foram identificados
como 3,5-diglucosideos dessas antocianinas, enquanto que o pico 4 apresentou
uma mistura de duas antocianinas. Uma foi identificada como pnd 3,5-
diglucosideo (pico 4a) com [M]" a m/z 625, e fragmentos de MS/MS a m/z 463[M-
162]" e 301[M-162-162]") e a outra caracterizada como um monoglucosideo de
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delfinidina (pico 4b) com [M]" a m/z 465, e fragmento de MS/MS a m/z 303[M-
162]"), provavelmente dpn 3-glucosideo, considerando que a maior parte das
antocianinas encontradas naturalmente em alimentos estdo pelo menos
glicosiladas na posicao 3 (Strack & Wray, 1994; Mercadante & Bobbio, 2008).

No pico 6 também foram detectadas duas antocianinas. A presenga de
delfinidina acetil-diglucosideo (pico 6a) junto com cianidina 3-glucosideo (pico 6b)
foi verificada por meio dos diferentes ions moleculares. O [M]* com m/z a 669, deu
origem apés o MS/MS aos fragmentos com m/z a 507[M-162]", 465[M-204]" e
303[M-162-204]" (Tabela 2). Neste caso, as perdas de 162 u e 204 u
correspondem, respectivamente, a uma unidade de hexose e uma unidade de
hexose acetilada (162 + 42 u) (Cuyckens & Claeys, 2004) e o fragmento a m/z 303
€ caracteristico da aglicona delfinidina. Além disso, a ordem de eluigcdo em relagao
a dpn 3,5-diglucosideo esta coerente com o0 que se espera para analise em fase
reversa, ou seja, que a antocianina acilada apresente tempo de retengdo maior
que a antocianina correspondente ndo acilada (Giusti et al., 1999; Wu & Prior,
2005). A identificacdo de cianidina 3-glucosideo no pico 6 foi confirmada por co-

cromatografia com padréo.

Todas as antocianinas encontradas em jamboldo, incluindo cianidina 3-
glucosideo (pico 6b), petunidina 3-glucosideo (pico 7) e malvidina 3-glucosideo
(pico 8), apresentaram ions moleculares e fragmentos caracteristicos, sendo
possivel diferenciar as agliconas pelo fato destes compostos apresentarem
massas moleculares diferentes, consequentemente m/z diferentes (Tabela 2).
Para todas as antocianinas identificadas, com excec¢do da delfinidina acetil-
diglucosideo (pico 6a), as perdas sempre foram de 162 u (Tabela 2), o que
corresponde a perda de uma unidade de hexose, sendo que neste caso, essas
hexoses foram identificadas como glucoses. Cabe ressaltar que glucose foi o
unico monossacarideo encontrado por Veigas et al. (2007) ap6s hidrdlise acida de
um extrato antocianico obtido a partir de frutos de Syzygium cumini, sendo que o
hidrolisado foi analisado por meio de cromatografia em papel e espectrometria de
massas (ESI-MS).
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No caso das antocianinas diglicosiladas (picos 1, 2, 3, 4a, 5 e 6a), o fato de
serem observados dois fragmentos, derivados de duas perdas consecutivas de
162 u, em vez de um fragmento decorrente de uma perda de 324 u, indica que
essas antocianinas apresentam duas hexoses glicosiladas em posi¢des diferentes
(provavelmente em 3 e 5), ao invés de um dissacarideo na posi¢ao 3, cuja perda
seria de 324 u, como ja relatado em trabalhos anteriores (De Rosso et al., 2008;
Giusti et al., 1999; Wu & Prior, 2005).

As principais antocianinas encontradas em jamboldao foram delfinidina 3,5
diglucosideo (45 %), petunidina 3,5-diglucosideo (32 %) e malvidina 3,5-
diglucosideo (15 %). Esses resultados estdo coerentes com aqueles relatados em
estudos anteriores com frutos de jamboldo, onde as principais antocianinas foram
identificadas como 3,5-diglucosideos de delfinidina, petunidina e malvidina, em
proporgdes de 23-33 %, 32-35 % e 21-38 %, respectivamente (Brito et al., 2007; Li
et al., 2009a; Veigas et al., 2007). Além dessas antocianinas, Brito et al. (2007) e
Li et al. (2009a,b) também identificaram 3,5-diglucosideos de cianidina e
peonidina. Em todos os trabalhos citados a identificacdo de antocianinas baseou-
se, entre outras informagdes, em dados obtidos por espectrometria de massas,
sendo que no estudo relatado por Li et al. (2009b) a identificagdo das antocianinas

foi confirmada por meio de ressonéancia nuclear magnética (NMR).

A ocorréncia de diferentes agliconas com o mesmo padréao de glicosilagao
(3-O-B-glucopiranosideo de delfinidina, cianidina, petunidina, pelargonidina,
peonidina e malvidina), confirmada por MS e NMR, foi relatada em frutos de
baguacu (Eugenia umbelliflora), planta que também pertence a familia
MYRTACEAE (Kuskoski et al., 2003). Por outro lado, em outras frutas da mesma
familia, tais como camu-camu (Myrciaria dubia) (Zanatta et al., 2005), jaboticaba
(Myrciaria cauliflora) (Reynertson et al., 2006) e pitanga (Eugenia uniflora)
(Einbond et al., 2004), as antocianinas identificadas foram cianidina 3-glucosideo e
delfinidina 3-glucosideo, e em Eugenia myrtifolia foi encontrada uma antocianina

apenas, identificada como malvidina 3,5-diglucosideo (Longo et al., 2007).
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Os compostos fendlicos apresentados na Tabela 3, referentes aos
cromatogramas mostrados na Figura 3, foram identificados principalmente pelas
caracteristicas apresentadas nos espectros de massas, sendo que a ionizagao
nos modos positivo e negativo forneceu informag¢des complementares, como por
exemplo, nos casos em que a molécula protonada ([M+H]") ndo foi detectada no
modo positivo (apenas o aduto com sédio, [M+Na]"), onde a ionizagdo no modo
negativo, com a presenga da molécula desprotonada ([M-H]), permitiu a

confirmacado da massa molecular do composto.
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Figura 3. Cromatograma, obtido por HPLC-DAD, de compostos fendlicos de
jambolao. Picos de 1 a 12 identificados de acordo com a Tabela 3. Os picos de A
a F referem-se, respectivamente, as antocianinas: dpn 3,5-diglucosideo, cyd 3,5-
diglucosideo, ptd 3,5-diglucosideo, dpn 3-glucosideo, mvd 3,5-diglucosideo, ptd 3-
glucosideo. Condi¢des cromatograficas: ver texto.



119

Tabela 3. Caracteristicas cromatograficas e espectroscépicas de compostos fendlicos ndo antocidnicos de jambolao, obtidas por HPLC-DAD-
MS/MS.

a tr Amsx© [M+H]*/[M+Na]" MS/MS em ESI+ [M-H] MS/MS em ESI-
Pico Composto (Classe) b
(min) (nm) (m/z) (m/z) (m/z) (m/z)
1 Ester de galoil-glucose 4,2 278 n.d.?/355 293, 251, 263, 233, 185 331 271, 241, 211, 169[M-H-1627,
(Ac.fendlico) 125
Acido galico (Ac.fendlico) 55 271 n.d. 153[M+H-18]" ¢, 125 169 ¢ 125 ¢
Diidromirecetina diglucosideo 7.4 336 645/667 483°/ 505[M+Na-162]", 643 481[M-H-162]’, 463, 355,
(Flavanonol) 487,343[M+Na-162-162]", 325 319[M-H-162-162]", 301
Nao identificado 9,2 340 n.d. n.d. 643 505, 481, 463, 355, 301, 283
Diidroquercetina diglucosideo 11,1 337 n.d./651 489[M+Na-162]+, 471, 627 465[M-H-1627,
(Flavanonol) 327[M+Na-162-162]+, 309 303[M-H-162-162]", 285
6 Metil-diidromirecetina 13,4 338 n.d./681 663, 519[M+Na-162]", 501, 657 495[M-H-162], 477,
diglucosideo (Flavanonol) 357[M+Na-162-162]", 339 333[M-H-162-162], 315
7 Dimetil-diidromirecetina 18,8 338 n.d./695 677, 533[M+Na-162]", 515, 671 509[M-H-1627, 371, 347[M-H-
diglucosideo (Flavanonol) 371[M+Na-162-162]",353 162-162], 329, 261
8 Mirecetina glucosideo 34,1 355 481/503 319[M+H-162]" / 479 317[M-H-162]
(Flavonol) 341[M+Na-162]", 185
9 Mirecetina pentosideo 37,5 355 n.d./n.d. 3197, 285, 273, 245, 153 449 317[M-H-132]
(Flavonol)
10 Mirecetina ramnosideo 38,3 349 n.d./n.d. 319°, 301, 273, 245, 165, 153 463 317[M-H-1461
(Flavonol)
11 Mirecetina acetil-ramnosideo 447 348 n.d./n.d. 319, 273, 245, 165, 153 505 317[M-H-188]
(Flavonol)
12 Mirecetina (Flavonol) 45,1 371 319/n.d. 301, 273, 245, 217, 165, 153 317 271, 179, 151

? Picos numerados de acordo com a Figura 2; ® Gradiente linear de agualacetonitrila, ambas com 2 %.,,, de acido formico; ° n.d.: ndo detectado;

d fragmentos detectados somente em MS (in source)
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A identificagcdo do acido galico (pico 2) baseou-se nas caracteristicas dos
espectros UV-visivel e de massas (Tabela 3) comparados com dados da literatura
(Cuyckens & Claeys, 2004; Nuengchamnong & Ingkaninan, 2009; Sakakibara et
al., 2003), sendo confirmada por co-cromatografia. Esse acido fendlico apresentou
uma banda de absor¢do com maximo em 271 nm, que € 0 Ansx caracteristico dos
acidos fendlicos derivados do acido hidroxibenzoico. Além disso, o espectro de
massas, obtido em ESI+, com fragmento em m/z 153, que corresponde a perda de
uma molécula de agua (18 u) a partir da molécula protonada (m/z 171), em
associagao com o espectro obtido em ESI-, onde foi possivel detectar [M-H] a m/z
169, contribuiram para a identificacdo desse acido, uma vez que o padréo
analisado nas mesmas condigdes apresentou as mesmas caracteristicas na

analise por espectrometria de massas (dados ndo mostrados).

O pico 1 foi tentativamente identificado como éster de galoil-glucose com
base na ordem de eluigdo em fase reversa em relagdo ao acido galico na forma
livre, considerando os dados obtidos por meio da ionizagdo no modo negativo,
onde foi detectado [M-H] com m/z a 331, cujo espectro de MS/MS mostrou uma
perda de 162 u, equivalente a eliminacdo de uma unidade de hexose, formando o
ion fragmento com m/z 169 que corresponde ao acido galico. A analise em ESI+
confirma a massa molecular do composto ao apresentar o ion com m/z 355 que
corresponde ao aduto com sodio ([M+Na]’). Além disso, esse composto
apresentou banda maxima de absorg¢ao no UV-visivel a 278 nm caracteristica dos
acidos fendlicos derivados do acido hidroxibenzoico. Convém mencionar que esse
ester de galoil-glucose (pico 1) apresentou 0 mesmo padrao de fragmentagcdo em
MS/MS apresentado por um éster de galoil-glucose encontrado em “vinho” de

jambolao por Nuengchamnong & Ingkaninan (2009).

Em relagdo aos flavondis, mirecetina (pico 12) foi identificada por co-
cromatografia com padrdo, sendo que as caracteristicas dos espectros de
absorgdo UV-visivel (Amax = 371 nm) e de massas ([M+H]" com m/z a 319, [M-HJ
com m/z a 317, e respectivos fragmentos de MS/MS, Tabela 3) estdo de acordo

com o esperado para esse flavonol (Fabre et al., 2001; Lin & Harnly, 2007, Rijke et
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al., 2006; Sakakibara et al., 2003) e com aquelas obtidas para o padrdo analisado

nas mesmas condi¢des (dados ndo mostrados).

Os picos 8, 9, 10 e 11 foram identificados como mirecetina glucosideo,
mirecetina pentosideo, mirecetina ramnosideo e mirecetina acetil-ramnosideo,
respectivamente, considerando as caracteristicas de ordem de eluigdo, bem como
dos espectros UV-visivel e de massas. E esperado que a ordem de eluicdo em
fase reversa para uma mesma aglicona seja hexosideo < pentosideo <
deoxihexosideo, e que os derivados acilados eluam depois dos respectivos
flavonoides nao acilados (Lin & Harnly, 2007; Rodrigues et al., 2008; Vvedenskaya
et al., 2004). Além disso, 0 Amax €m 349-355 nm, cerca de 20 nm abaixo do Amax da
mirecetina (371 nm), indica a ocorréncia do efeito hipsocrémico tipico em flavondis
glicosilados em relagao a respectiva aglicona (Lin & Harnly, 2007; Sakakibara et
al., 2003). O espectro de massas indica a presenga da aglicona a m/z 319 (ESI+)
e a m/z 317 (ESI-), que corresponde a mirecetina. Cabe ressaltar que estes ions
(m/z a 319 e m/z a 317) apresentaram o mesmo padrao de fragmentacdo em
MS/MS (fragmentos com m/z a 301, 273, 245, 165 e 153) apresentado pela
mirecetina. A posicdo C3 é a localizagdo mais provavel do glicosideo nestes
quatro flavonoides, ja que a hidroxila do carbono 3 € a mais favoravel para
glicosilacédo de flavondis (Cuyckens & Claeys, 2004). No caso da mirecetina
glucosideo (pico 8), a perda de 162 u, tanto no modo positivo, como no modo
negativo, indica a presenca de uma hexose na molécula. J&4 no caso do pico 9
(mirecetina pentosideo), a perda de 132 u permitiu identificar que o agucar
presente na molécula € uma pentose. No entanto, a analise por espectrometria de
massas, por si sO, ndo permite distinguir se o agucar é uma xilose ou uma
arabinose, por exemplo, que sdo as pentoses mais comumente encontradas como
glicosideos em frutas. Para mirecetina ramnosideo (pico 10), a perda de 146 u a
partir de [M-H]" (m/z a 463) é caracteristico de uma unidade de deoxihexose,
sendo que ramnose € O Unico monossacarideo deste tipo encontrado em
flavonoides glicosilados de frutas. Por fim, o espectro de MS/MS da mirecetina

acetil-ramnosideo (pico 11) apresentou uma perda de 188 u, que corresponde a
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uma unidade de ramnose acetilada (146 + 42 u) (Cuyckens &Claeys, 2004;
Mahmoud et al., 2001).

Em relacdo aos flavanondis, considerando as vias de biossintese dos
flavonoides de acordo com Heller & Forkmann (1994), Figura 4, as agliconas com
m/z a 321 (ESI+, pico 3) e m/z a 305 (ESI+, pico 5), foram identificadas como
diidromirecetina e diidroquercetina, respectivamente, uma vez que esses
flavanondis sdo precursores da mirecetina (pico 12). Considerando ainda que
flavonoides simples com uma hidroxila no anel B (Figura 2) podem ser
modificados durante a biossintese, por meio de reagdes de hidroxilacdo e
metilagdo (Heller & Forkmann, 1994), as agliconas com m/z a 335 (ESI+, pico 6) e
com m/z a 349 (ESI+, pico 7) foram identificados como derivados metilado e
dimetilado, respectivamente, da diidromirecetina diglucosideo (pico 3), Figura 2.
Assim como nas antocianinas diglucosiladas, no caso desses quatro flavonoides,
a ocorréncia, nos espectros de MS/MS, de ambos os fragmentos [M-H-162] e [M-
162-162], equivalente a perdas consecutivas de hexoses, sugere a identificagao
dos mesmos como diglucosideos com as moléculas de glucose em posicoes
diferentes, provavelmente nos carbonos 3 e 7, uma vez que essas posi¢cdes sao
favorecidas na glicosilagdo de flavanonois e flavondis, e a ocorréncia de 5-
glicosideo é rara em flavonoides com uma carbonila na posi¢cao 4 (Cuyckens &
Claeys, 2004).

Em todos os flavonoides onde ocorreram perdas de 162 u (hexose) — éster
de galoil-glucose (pico 1), mirecetina glucosideo (pico 8) e diglucosideos de
didromirecetina (pico 3), didroquercetina (pico 5), metil-diidromirecetina (pico 6) e
dimetil-diidromirecetina (pico 7) — foi proposto que essa hexose seja uma glucose
devido ao fato desse monossacarideo ter sido a unica hexose encontrada como
glicosideo nas antocianinas identificadas em jambol&o, tanto no presente estudo
como em estudos relatados anteriormente (Brito et al., 2007; Li et al., 2009a,b;
Veigas et al., 2007).
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Figura 4. Biossintese de flavonoides. Enzimas: 4CL — 4-coumarato:CoA ligase;
CHS - chalcona sintase; CHI — chalcona isomerase; FNS — flavona sintase; FHT —
flavanona 3-hidroxilase; FLS — flavonol sintase; DFR — diidroflavonol 4-redutase;
ANS - antocianidina sintase; FGT — flavonoide 3-O-glucosil-transferase. Adaptada

de Heller & Forkmann (1994).
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Ao comparar agliconas com o mesmo padrdo de substituicdo no anel B,
assim como de glicosilagdo (presenga de uma ou duas hexoses), observou-se
que, em fase reversa, os flavanandis (picos 3, 5-7) eluem antes das antocianidinas

(picos A-F), que por sua vez eluem antes dos flavonais (picos 8-12).

Ndo foram encontrados outros trabalhos relatando a identificacdo de
flavonoides ndo antocianicos em frutos de jamboldo. No entanto, o acido galico,
mirecetina, mirecetina 3-O-a-L-ramnopiranosideo e mirecetina 3-O-(4"-O-acetil)-a-
L-ramnopiranosideo, identificados na fruta, foram previamente identificados, por
meio de MS e NMR, em folhas de jamboldo (Mahmoud et al.; 2001).

Em outras plantas pertencentes a familia MYRTACEAE, foi relatada a
ocorréncia de mirecetina e quercetina glicosiladas na posicdo 3 com um
dissacarideo constituido por xilose e ramnose, bem como quercetina 3-
ramnosideo, em extrato aquoso obtido de Eugenia jambos (Constant et al., 1997).
Enquanto que em frutos de jaboticaba (Myrciaria cauliflora) foram identificados,
entre outros compostos fenodlicos, mirecetina 3-ramnosideo, quercetina e seus
derivados 3-glucosideo, 7-glucosideo, 3-ramnosideo e 3-rutinosideo (rutina), bem
como os acidos galico, O-coumarico e elagico (Reynertson et al., 2006).

3.3. Composicgao de carotenoides

Os carotenoides encontrados em jamboldo foram identificados com base
nas informagdes obtidas a partir da ordem de eluicdo em coluna Cjzy e das
caracteristicas dos espectros de absor¢cdo UV-visivel e de massas (Tabela 4),
comparando com padrdes e dados da literatura (Britton et al., 2004; Dachtler et al.,
2001; De Rosso & Mercadante, 2007a,b; Strohschein et al., 1999). A analise por
MS/MS permitiu a confirmacédo da molécula protonada dos picos identificados por
meio da presenga de fragmentos caracteristicos da cadeia poliéncia e grupos

funcionais dos carotenoides.



125

Tabela 4. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas, e teores de carotenoides de jambolao, obtidos por HPLC-DAD-

MS/MS.
. tr . [M+H] lons fragmentos obtidos em
Pico Composto . Amax (nm) %I %Agl/A, ng/100 g
(min) (m/z) MS/MS (m/z)
1 cis-neoxantina ou cis- 7,9 411, 435, 463 n.c.’ n.c. 601 583[M+H-18]", 565[M+H-18]", 0,6 +0,0
violaxantina 547[M+H-18-18-18]", 221
2 cis-luteina 10,1 328, 413, 439, 465 33 n.c. 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]",  1,3+0,1
495[M+H-18-56]"
3 cis-luteina 11,1 328,413, 438, 465 33 n.c. 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 0,7 + 0,1
495[M+H-18-56]"
4 all-trans-luteina 12,0 420, 444, 472 66 0 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 39,0 + 2,2
495[M+H-18-56]", 477[M+H-92]"
5 all-trans-zeaxantina 14,1 423, 450, 476 25 0 569 551[M+H-18]", 533[M+H-18-18]", 1,7+0,0
477[M+H-92]"
6 fitoeno 18,7 272, 285, 294 0 0 545 489, 435, 395, 339[M-205]" 5,6 +0,9
7 all-trans-B-criptoxantina 22,7 424, 451, 477 25 0 553 535[M+H-18]", 495 0,3+0,1
8 fitoflueno 23,9 329, 347, 366 n.c. n.c. 543 461, 406[M+H-137]", 337[M-205]" 2,9+ 0,0
9 15-cis-f-caroteno 25,7 420, 449, 472 n.c. n.c. 537 444[M-92]" 3,1+0,1
10 13-cis-B-caroteno 27,0 335, 420, 444, 470 17 41 537 444[M-92]" 3,8+£0,0
11 all-trans-a-caroteno 29,3 420, 447, 472 n.c. 0 537 481[M+H-56]", 444[M-92]" 2,7+0,0
12 all-trans-B-caroteno 33,5 425,451,478 27 0 537 444[M-92]" 227+16
13 9-cis-B-caroteno 35,7 337,420, 447,472 25 4 537 444[M-92]" 49+0,2

? Picos numerados de acordo com a Figura 3; ° Gradiente linear de metanol/MTBE; ° n.c.: ndo calculado
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De acordo com os cromatogramas mostrados na Figura 5 e os dados
apresentados na Tabela 4, observa-se que o perfil de carotenoides de jamboléo é
marcado pela presenga de all-trans-luteina (pico 4), representando 43,7 % do
total, e all-trans-pB-caroteno (pico 12), correspondendo a 25,4 % do total de
carotenoides, e seus respectivos isbmeros cis (picos 2 e 3, isbmeros de luteina, e

picos 9, 10 e 13, isbmeros de B-caroteno).
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Figura 5. Cromatograma, obtido por HPLC-DAD, dos carotenoides de jambolao.

Picos identificados de acordo com a Tabela 4. Condigbes cromatograficas: ver
texto.
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All-trans-luteina e all-frans-p-caroteno apresentaram espectros de absor¢ao
UV-visivel e de massas caracteristicos desses compostos (Tabela 4), quando
comparados com padrdes e dados da literatura (Britton et al., 2004; Dachtler et al.,
2001; De Rosso & Mercadante, 2007a,b). Quando comparada ao B-caroteno, a
luteina apresentou Amzx @ cerca de 6 nm menor, e maior estrutura fina espectral
(%l11/11), o que esta de acordo com o fato do -caroteno possuir uma ligagao dupla
conjugada (c.d.b.) a mais, sendo esta c.d.b. localizada em anel 3 (Britton, 1995).
Além disso, as moléculas protonadas ([M+H]") em m/z 569, para all-trans-luteina,
e em m/z 537, para all-frans-p-caroteno, com perdas de 92 u (perda de tolueno)
em ambos os casos e de 56 u (perda de xileno) no caso da luteina contribuem
para a identificacdo desses carotenoides (De Rosso & Mercadante, 2007a), que

foram confirmados por co-cromatografia com padrdes.

Os isébmeros cis de luteina (picos 2 e 3) e de B-caroteno (picos 9, 10 e 13)
foram identificados considerando as caracteristicas do espectro UV-visivel, com a
ocorréncia de efeito hipsocrébmico em relacdo ao isébmero all-trans, menor
estrutura fina espectral e presencga do pico “cis”. As caracteristicas do espectro de
massas também foram consideradas, com [M+H]" a m/z 569 e a m/z 537 para 0s
isdmeros de luteina e pB-caroteno, respectivamente, e padrao de fragmentagdo em
MS/MS similar ao do respectivo isémero all-trans (Tabela 4). No caso dos
isbmeros de B-caroteno a distingdo entre 15-cis- (pico 9), 13-cis- (pico 10) e 9-cis-
-caroteno (pico 12) foi possivel considerando ordem de eluigdo em coluna Csp € a
diminuicdo no valor de %lll/ll e aumento no valor de %Ag/A; conforme a
isomerizagao se aproxima do centro da molécula (De Rosso & Mercadante,
2007a; Strohschein et al., 1999), sendo a identificagdo confirmada por meio de co-
cromatografia com padrbées. Enquanto que no caso dos isébmeros de luteina, ndo
foi possivel distinguir entre 13-, 13-, 15- e 15’-cis-luteina, pois nédo foi possivel
calcular a %Ag/A,. Descartou-se a possibilidade da presenca de 9- ou 9'-cis-
luteina porque, em coluna Cgsp, este isbmero elui apds o isbmero all-trans, assim

como ocorreu com [3-caroteno.
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Apesar de all-trans-luteina (pico 4) e all-trans-zeaxantina (pico 5) possuirem
a mesma formula quimica (C40Hs602) e, consequentemente moléculas protonadas
iguais (m/z 569), zeaxantina possui dois anéis 3 em sua estrutura, enquanto que
luteina possui um anel B e um anel ¢ (Figura 6). A presenca desse anel ¢ faz com
que um dos grupos hidroxilicos esteja em posigao alilica em relagdo a ligagao
dupla no anel e esta ligagao nao esteja em conjugagao com as ligagdes duplas da
cadeia poliénica, resultando em um croméforo com 10 c.d.b na luteina, enquanto
que na zeaxantina o cromoforo € consituido por 11 ¢.d.b. Dessa forma, € possivel
distinguir esses dois carotenoides tanto através do espectro UV-visivel como do
espectro de massas. Como esperado zeaxantina apresentou valores de Amax
superiores aqueles obtidos para luteina e similares aos de all-trans-p-caroteno.
Essa diferenca estrutural entre zeaxantina e luteina, que faz com que estes
carotenoides tenham cromoforos diferentes, também proporciona diferencas nas
intensidades relativas dos fragmentos obtidos por espectrometria de massas.
Assim, o espectro de massas da zeaxantina apresentou [M+H]" (m/z 569) com
maior intensidade em relagéo ao fragmento em m/z 551[M+H-18]", ao contrario do
que foi observado para luteina, o que esta de acordo com dados relatados por De
Rosso & Mercadante (2007a).

Como esperado, all-trans-p-criptoxantina (pico 7) apresentou espectro UV-
visivel com caracteristicas semelhantes aquelas do espectro UV-visivel de all-
trans-p-caroteno (pico 12), uma vez que esses carotenoides possuem o mesmo
cromoéforo (Britton et al., 2004). Além disso, a molécula protonada (m/z 553) e os
respectivos fragmentos em MS/MS (m/z 535[M+H-18]" e m/z 495) obtidos para all-
trans-p-criptoxantina (Tabela 4) estdo de acordo com o esperado considerando a
estrutura quimica desse carotenoide (Figura 6) e coerentes com dados relatados
anteriormente (De Rosso & Mercadante, 2007a,b; Faria et al., 2009).
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Figura 6. Estruturas de alguns carotenoides encontrados em jambolao.

All-trans-a-caroteno (pico 11) é facilmente diferenciado dos isébmeros cis do
B-caroteno, embora ambos os carotenoides apresentem valores de Amasx muito
parecidos, devido ao fato do espectro de absor¢gao UV-visivel do all-frans-a-
caroteno nao apresentar pico “cis” (%As/A; = 0) e possuir estrutura fina espectral

bastante superior aquela apresentada pelos isbmeros de -caroteno.

A identificagdo de all-trans-zeaxantina (pico 5), all-frans-p-criptoxantina
(pico 7) e all-frans-a-caroteno (pico 11) foi confirmada por meio de co-

cromatografia com padroes.

Fitoeno (pico 6) e fitoflueno (pico 8) foram identificados comparando as
caracteristicas apresentadas por esses carotenoides com dados da literatura
(Britton et al., 2004; De Rosso & Mercadante, 2007a e b).

Nao foram encontrados outros trabalhos onde tenha sido determinada a
composicédo de carotenoides em jamboldo. Considerando outras frutas da familia
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MYRTACEAE, o perfil de carotenoides de jamboldo apresenta semelhangas com
camu-camu (Myrciaria dubia), onde os principais carotenoides foram identificados
como all-trans-luteina (45,2-55,0 %) e B-caroteno (13,0-20,5 %) (Zanatta &
Mercadante, 2007), sendo, por outro lado, razoavelmente diferente de pitanga
(Eugenia uniflora) que apresenta licopeno, B-criptoxantina e rubixantina como

carotenoides principais (Filho et al., 2008).
3.4. Atividade antirradical ABTS** e frente ao '0,

A mesma diluicdo do EF em tampao utilizada para a analise de atividade
antirradical ABTS®® foi usada para medir os espectros UV-visivel em cada
condigao de pH (1,0; 3,0; 5,0; 7,0 e 9,0). Esses espectros sdo apresentados na
Figura 7 e as respectivas absorbéncias a 520 nm estdo na Tabela 5. Esta tabela
também reune os valores de TEAC e de porcentagem de protecédo conferida ao

DMA, frente a oxidagdo por '0,, ambos referentes ao extrato funcional.
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Figura 7. Espectros UV-visivel obtidos a partir do extrato funcional (EF) diluido, a
uma propor¢ao de 0,35 %.., nas solugdes: (a) KCI/HCI (0,25 mol/L) com pH 1,0;
(b) tampéo citrato (0,4 mol/L) com pH 3,0; (c) tampéo citrato (0,4 mol/L) com pH
5,0; (d) tampéo fosfato (0,4 mol/L) com pH 7,0; (e) tampao borato (0,4 mol/L) com
pH 9,0.
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Tabela 5. Valores de TEAC, porcentagem de protecgao frente ao '0, e absorbancia
a 520 nm do extrato funcional nas diferentes condi¢cdes de pH.

Sistema ABTS 0,
- AbsSZOnm a ~ b
(solugao — pH) TEAC 15min % Protecao

KCI/HCI° — pH 1,0 0,1188 48+0,6 60,6 + 4,1

Tamp3o citrato ou acetato®™® —pH 3,0 00,0181 58+0,2 62,3+ 1,1
Tampao citrato® — pH 5,0 0,0025 12,7 + 1,1 n.d.f
Tampao fosfato® — pH 7,0 0,0374 9,7+0,9 n.d.
Tamp3ao borato® — pH 9,0 0,0406 11,0+ 0,6 n.d.

& umol Trolox/g fruta;
® proporgao de extrato no meio de reagao: 2,45 %.,,, (corresponde a 2,1 ng AM/mL)
0,25 mol/L; ¢ 0,4 mol/L; ® tampao citrato para ABTS e tampao acetato para 0,

n.d.: ndo determinado

Em solugdo aquosa, uma mistura de diferentes formas das antocianinas
estdo em equilibrio quimico, cation flavilium (vermelho), bases quinonoidais (azul),
pseudobases carbinol ou hemiacetais (incolor) e chalconas (amarelo claro/incolor).
A quantidade relativa de cada forma em equilibrio varia em fungao do pH e da
estrutura da antocianina (Houbiers et al., 1998). Os espectros UV-visivel nas
diferentes condi¢cdes de pH (Figura 7), e os valores de absorbancia a 520 nm
(regido onde a forma de cation flavilium apresenta maior absorbancia) (Tabela 5),
demonstram o deslocamento desse equilibrio. Em pH 1,0 as antocianinas
presentes no meio estdo predominantemente na forma de cation flavilium
(espectro a, Figura 7), sendo que a proporgéo dessa forma em pH 3,0 (espectro b,
Figura 7) diminui bastante e é praticamente inexistente em pH 5,0. Em pH 5,0, a
auséncia de banda de absorgdo na regido visivel do espectro indica que as
moléculas de antocianinas estdo, em sua maioria, nas formas incolores de
hemiacetais e/ou chalconas, (espectro c, Figura 7 e Tabela 5). Por fim, o
deslocamento batocromico das bandas de absor¢do em pH 7,0 e 9,0, em relacéo

ao pH 1,0, indica o deslocamento do equilibrio para a formacdo das bases
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quinonoidais, que apresentam um croméforo extendido em relagdo ao cation

flavilium, pelo fato de serem formas desprotonadas do mesmo.

Os valores das constantes de decaimento (kpma € kpma+er), utilizadas para o
céalculo da porcentagem de protegao frente ao 0, (Tabela 5), foram obtidos por
meio de ajustes exponenciais obtidos para as curvas decaimento de primeira-
ordem da absorbancia do DMA, a 375 nm, na presenga e na auséncia de extrato
funcional, nas condi¢cbes de pH 1,0 e 3,0 (Figura 8). Os graficos da Figura 8
mostram que o decaimento do DMA em pH 3,0 ocorreu mais rapidamente que em
pH 1,0, sendo que os valores das porcentagens de protecdo conferidos pelo
extrato funcional foram similares. Esse comportamento pode ter sido influenciado

pelos ions provenientes da solugao tampao.
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Figura 8. Decaimento da absorbancia do DMA, a 375 nm, na presenca (®) € na

auséncia (M) de extrato funcional, nas condigbes de pH 1,0 (esquerda) e 3,0
(direita).

De acordo com os dados da Tabela 5, observa-se que nas condi¢cdes de pH
1,0 e 3,0 a atividade antirradical ABTS®*, assim como o efeito protetor frente ao
'0,, foram muito parecidos. No entanto, em pH 5 o valor de TEAC foi 2,2-2,7

vezes maior, quando comparado aos valores em pH 1,0 e 3,0. Esses resultados
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indicam que as formas incolores das antocianinas tendem a ter uma atividade
antioxidante maior que a forma de cation flavilium, considerando que em pH 3,0
uma parte das antocianinas ainda estava na forma de cation flavilium. Ja os
valores de TEAC nas condicdes de pH 7,0 e 9,0 foram similares aquele obtido em
pH 5,0, indicando que as formas (hemiacetais e/ou chalconas e bases
quinonoidais) das antocianinas presentes nestas condi¢gdes apresentam atividades

parecidas frente ao radical ABTS"".

Os valores de TEAC obtidos nas condi¢des de pH entre 5,0 e 9,0 (9,7-12,7
umol Trolox/g fruta) estdo na mesma faixa daquele relatado por Luximon-Ramma
et al. (2003) para frutos de jambolao (15 umol Trolox/g fruta), cuja analise de
ABTS foi realizada em meio aquoso nao tamponado. Os resultados obtidos
também foram proximos aos valores de TEAC obtidos para amostras de suco de
diferentes cultivares de cereja, que variaram entre 20 e 26 umol Trolox/g fruta, em
meio com pH 7,4 (Blando et al., 2004). Por outro lado, Kapasakalidis et al. (2006)
relataram que extratos de groselha ricos em antocianinas apresentaram valores de
TEAC em torno de 400 umol Trolox/g. No entanto esses resultados foram

expressos em base seca e a analise de ABTS foi realizada em meio etandlico.

Como mostrado na Tabela 5, os valores de protecao frente ao 'O, obtidos
neste estudo foram cerca de 60 % (pH 1,0 e pH 3,0), sendo que a proporgéo de
extrato funcional utilizada nessa analise (2,45 %..) era equivalente a uma
concentragcdo de antocianinas monoméricas de 2,1 ug/mL. Esse resultado
corresponde a uma atividade bastante superior aquela apresentada pelas
antocianidinas delfinidina e cianidina em um meio com pH 4,5, onde foi necessario
entre 400 e 500 ug/mL dessas antocianidinas para obter uma porcentagem de
protecdo frente ao 'O, proxima a 60 % (Wada et al., 2007). Os resultados obtidos
neste estudo também correspondem a uma atividade superior aquela apresentada
por amostras de sucos de diferentes frutas, ricas em antocianinas, em meio com
pH 7,1. Essas amostras apresentaram porcentagens de protegao frente ao '0,
entre 8 % (mirtilo) e 15 % (morango), sendo que a proporgéo de suco utilizada nas

analises foi de 5 %, (Wang & Jiao, 2000). Cabe ressaltar que nestes dois
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trabalhos o oxigénio singlete foi gerado por meio de reagao quimica, diferente do

método fotoquimico empregado neste trabalho.

O aumento da atividade antioxidante com o aumento do valor de pH
encontrado neste trabalho esta de acordo com os resultados relatados por Vieyra
et al. (2009), onde as constantes de desativagao total de oxigénio singlete pelos
flavonoides  3,7-diidroxiflavona (DHF), 7-hidroxiflavanona (HF) e 2'4’-
diidroxichalcona (DHC) aumentaram, respectivamente, 5, 6 e 25 vezes em meio
basico comparado ao meio neutro. Em meio acido, essas constantes foram cerca

de 20 % menores que em meio neutro, para HF e DHC, e 6 % menor para DHF.

A maior atividade antirradical livre em condi¢cdes mais préximas a
neutralidade pode ser um indicativo de uma boa atividade biolégica do extrato
funcional em condi¢des fisiologicas (pH 7,4). Essa tendéncia para uma eficiente
atividade biologica também € indicada por resultados relatados anteriormente,
onde extratos de frutos de jamboldao foram capazes de inibir em 83-94 % a
peroxidacao lipidica induzida por ferro em sistemas baseados em células de
cérebro e figado de ratos (Veigas et al., 2007), bem como de inibir o crescimento e
induzir a apoptose de células de cancer de mama, em estudo in vitro, sem
apresentar toxicidade para células normais (ndo cancerosas) (Li et al., 2009a).
Além disso, extratos de folhas de jambolao protegeram culturas de linfocitos de
sangue humano frente aos danos causados pela radiagcdo gama (Jagetia & Baliga,
2002) e apresentaram efeito antialérgico em ratos, em uma extensao comparavel

ao efeito do anti-histaminico prometazina (Brito et al., 2007).

Em resumo, os principais compostos bioativos foram identificados na fruta
de jamboldo, sendo que pela primeira vez a composi¢ado de carotenoides e de
compostos fendlicos ndo antocianicos foi relatada. A atividade antirradical livre do
extrato funcional de jambol&o apresentou variagdo em fungédo do pH do meio, com
tendéncia ao aumento da atividade em valores maiores de pH. Em relacdo a
protecao frente ao oxigénio singlete, o extrato funcional apresentou caracteristicas

antioxidantes superiores a de outras frutas vermelhas.
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CAPITULO V

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DA ANTOCIANINA CIANIDINA 3-
GLUCOSIDEO EM SISTEMA MIMETIZADOR DE MEMBRANAS

Manuscrito em preparacao para ser submetido a revista

Langmuir
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RESUMO

Os lipossomas tém sido utilizados como sistemas mimetizadores de
membranas para avaliagdo da atividade de diversos compostos tais como a
atividade inibidora da oxidacgao lipidica. Uma das vantagens desse sistema ¢é a
semelhanca de sua estrutura com a porcéo lipidica de membranas celulares.
Nesse sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante
de cianidina 3-glucosideo incorporada em lipossomas unilamelares grandes (LUV)
obtidos em duas condicdes diferentes de pH: 3,1 e 7,4. Os LUVs foram
preparados por meio de extrusdo, utilizando membranas de policarbonato de 100
nm de poro. A oxidagao lipidica foi induzida por AAPH (diidrocloreto de o,a/’-
azodiisobutiramidina) a 37 °C, e acompanhada pela perda de fluorescéncia do
lipidio C11-BODIPY (acido 4,4-difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-
s-indaceno-3-undecanoico), que € um analogo de acido graxo. Observou-se que
em lipossomas, as formas de cianidina 3-glucosideo presentes no meio com pH
7,4 (hemiacetais e/ou chalconas e bases quinonoidais), onde a concentragédo de
antioxidante necessaria para que se obtivesse 50 % de protecdo (ECsp) foi de 9,3
+ 1,3 umol/L, apresentaram uma atividade 2,6 vezes maior que as formas
presentes no meio com pH 3,1 (maior proporcdo das formas cation flavilium e
hemiacetais), com ECsy = 23,6 + 0,9 umol/L. Independentemente do pH, a inibigdo

da oxidacgao foi dose-dependente da concentracdo de antocianina.

Palavras-chave: atividade antioxidante, cianidina 3-glucosideo, lipossomas, AAPH,

fluorescéncia
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1. Introdugao

Antocianinas sao pigmentos naturais que pertencem a classe dos
flavonoides e estdo amplamente distribuidas em vegetais, frutas, graos e flores. A
unidade estrutural desses pigmentos é o cation flavilium com 15 carbonos, que se
encontra normalmente dlicosilado (Strack & Wray, 1994). Esses pigmentos
apresentam coloragcdo entre vermelho e azul, dependendo da estrutura da
antocianina, bem como das condigdes do ambiente onde estdo presentes, tais
como pH e possibilidade de interagdo com outros compostos (Brouillard, 1982;
Heredia et al., 1998). Em solugdo aquosa, quatro formas de antocianina podem
existir em equilibrio quimico: cation flavilium (vermelho), bases quinonoidais (azul),
pseudobases carbinol ou hemiacetais (incolor) e chalconas (amarelo claro/incolor).
A quantidade relativa de cada forma em equilibrio varia em funcao do pH e da
estrutura da antocianina, sendo dependente dos valores das constantes de
equilibrio de hidratacdo, Ky, e de desprotonagédo, K, (Houbiers et al., 1998;
Mercadante & Bobbio, 2008).

A ingestdao de frutas e vegetais contendo antioxidantes polifendlicos
naturais tem sido correlacionada com a reducio do risco de desenvolvimento de
doencgas crbnico-degenerativas, tais como cancer, doengas cardiovasculares e
diabetes (Cooke et al., 2005; Lila, 2004; Seeram, 2008). A maioria dos compostos
fendlicos, incluindo as antocianinas, destaca-se pela capacidade de desativar
radicais livres, doando um atomo de hidrogénio ou transferindo um elétron. Outro
mecanismo de agcido antioxidante deste tipo de molécula é através da quelagao de
metais bivalentes capazes de produzir espécies reativas de oxigénio através da
reacao de Fenton (Rice-Evans et al., 1996). As antocianinas tém apresentado boa
eficiéncia como desativadores de radicais e espécies neutras, como &anion
superoéxido (Yamasaki et al., 1996), radical peroxila (Wang et al., 1997), perdxido
de hidrogénio (Youdim et al., 2000) e oxigénio singlete (De Rosso et al., 2008).
Entretanto, estes estudos foram conduzidos em solu¢gdes homogéneas, muito

diferentes das condi¢cdes encontradas em alimentos e células.
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Os lipossomas séo agregados formados a partir de dispersées aquosas de
lipidios polares com propriedades anfifilicas, que tendem a produzir estruturas
bimoleculares similares aquelas presentes nas células, com uma camada simples
(SUV, small unilamellar vesicle, ou LUV, large unilamellar vesicle) ou multiplas

camadas de membranas (MLV, multilamellar vesicle) (Lasic, 1998).

A estrutura em bicamada semelhante a fracdo lipidica de membranas
celulares tem estimulado o uso de lipossomas como sistemas mimetizadores de
membrana para avaliar a protegcdo por antioxidante (Cantrell et al., 2003;
Graversen et al., 2008; Roberts & Gordon, 2003; Zhang et al., 2006). O uso desse
sistema como método para avaliacdo de propriedades antioxidantes permite a
avaliagcdao tanto de compostos lipofilicos, presentes na membrana, como

hidrofilicos, presentes na fase aquosa dos lipossomas (Roberts & Gordon, 2003).

Especificamente no caso de antocianinas, os lipossomas tém sido
empregados tanto na avaliagdo da atividade antioxidante de extratos (Faria et al.,
2005; Hassimotto et al., 2005; Heinonen et al, 1998) como de padrbes
(Hassimotto et al., 2005; Satué-Gracia et al., 1997; Tsuda et al., 1994; Viljanen et
al.; 2004a). Cabe ressaltar que na maioria desses estudos foram utilizados
lipossomas do tipo SUV preparados em pH entre 6,6 e 7,4, com excegao de um
trabalho que utilizou LUV para avaliar extratos de mirtilo (Faria et al., 2005) e outro
que foi realizado em meio ndo tamponado com pH inicial de 4,6 (Satué-Gracia et
al., 1997). Além disso, com excegao dos trabalhos relatados por Viljanen et al.
(2004a,b), esses estudos foram realizados por meio da adigdo das antocianinas
ou extratos em suspensdes de lipossomas previamente preparados. Entretanto,
sao esperadas diferencas na atividade antioxidante dos compostos quando estes
sao incorporados nos lipossomas durante o preparo dos mesmos ou Sao

misturados aos lipossomas ja preparados (Zhang et al., 2006).

Considerando o exposto, para simular sistemas reais, como membranas, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade antioxidante da cianidina 3-

glucosideo incorporada em lipossomas unilamelares grandes (LUV), preparados



148

em duas condi¢des diferentes de pH (3,1 e 7,4), submetidos a oxidagao iniciada

por radicais livres.

2. Material e Métodos
2.1. Material

Fosfatidilcolina de soja (PM = 776 g/mol), com pureza de 99 %, e
diidrocloreto de «,a’-azodiisobutiramidina (AAPH, PM = 271,19 g/mol) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Chemie, Alemanha). O lipidio fluorescente acido 4,4-
difluoro-5-(4-fenil-1,3-butadienil)-4-bora-3a,4a-diaza-s-indaceno-3-undecanoico
(C11-BODIPY, PM = 504,43 g/mol) foi adquirido da Molecular Probes, Invitrogen
(Eugene, EUA). Cianidina 3-glucosideo (cyd 3-glu, PM = 502,5 g/mol) foi adquirida
da Extrasynthése (Genay, Franca). Sacarose p.a. foi adquirida da Labsynth
(Diadema, Brasil).

Cloroférmio p.a. foi adquirido da Merk (Darmstadt, Alemanha) e os demais
solventes, acidos e sais grau p.a. utilizados foram adquiridos da Labsynth. A agua

foi purificada em sistema Milli-Q (Millipore, Billerica, EUA).
2.2. Preparo dos lipossomas

Os lipossomas foram preparados em dois sistemas diferentes, sendo um
em pH 3,1 (solugédo tampao citrato 12 mmol/L) e outro em pH 7,4 (solugao tampao
fosfato salino 12 mmol/L). Em cada condi¢cao de pH foram preparados lipossomas
sem antocianina, denominados como lipossomas controle (LC), e lipossomas com
trés concentragdes diferentes de cianidina 3-glucosideo, de acordo com a Tabela
1. Para a adicdo de antocianina nos lipossomas, o padrao de cianidina 3-
glucosideo foi dissolvido em metanol com 1 % de HCI e a concentragdo desta
solugao foi determinada por meio de leitura em um espectrofotdbmetro Agilent 8453
(Santa Clara, EUA) e calculada através da Lei de Beer, considerando ¢ = 34300
L/mol.cm (Francis, 1982).
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Tabela 1. Condigdes de pH e concentragdes de cianidina 3-glucosideo utilizados
no preparo dos lipossomas

pH [eyd 3-gluF Abreviatura
(wmol/L)
0 LC-pH3,1
4,5 C3G-1-pH3,1
31 9,3 C3G-2-pH3,1
18,1 C3G-3-pH3,1
0 LC-pH7,4
74 4,5 C3G-1-pH7,4
9,3 C3G-2-pH7,4
18,1 C3G-3-pH7,4

a

concentracao na suspensao lipidica, calculada com
base na concentracdo da solu¢do de cyd 3-glucosideo

em metanol com 1 % HCI.

Para o preparo dos lipossomas, fosfatidilcolina e o lipidio fluorescente (C44-
BODIPY) foram dissolvidos em cloroférmio e o solvente foi evaporado, sob fluxo
de N, de forma a obter uma camada de lipidio distribuida na parede do recipiente.
Com excecgao dos lipossomas controle (LC), apds a evaporagao do cloroférmio foi
adicionada uma aliquota da solugdo 1% de HClI em MeOH de cianidina 3-
glucosideo de forma a obter a concentragdo desejada desta antocianina e, em
seguida, o solvente foi evaporado da mesma forma que o cloroférmio. Apos a
evaporagao completa do solvente, todos os tubos foram mantidos sob vacuo a
temperatura — 98 °C durante uma noite para retirada de eventual solvente residual.
Na sequéncia, foi adicionada sacarose a todos os tubos em uma proporgao 2:1
sacarose/fosfatidilcolina, e em seguida, os lipidios foram hidratados com a solugao
tampao apropriada para o pH desejado. As concentracdes finais de fosfatidilcolina
e de C41-BODOPY na solugdo tampao de hidratacdo foram de 5,8 mmol/L e 5

umol/L, respectivamente. A hidratagcdo foi realizada por meio de agitagdo em
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vortex, por 5 min, seguida de agitacdo em banho de ultrassom, por 2 min,
obtendo-se assim lipossomas multilamelares (MLV). Logo apos a hidratagao,
foram realizados 3 ciclos de congelamento e descongelamento e, em seguida, os
MLV foram submetidos a extruséo através da passagem da suspenséao lipidica por
21 vezes em uma mini-extrusora Avanti Polar Lipids (Alabaster, EUA), utilizando
membranas de policarbonato de 100 nm de poro (Whatman, GE Healthcare,
Piscataway, EUA), de forma a obter os lipossomas unilamelares LUV (Zhang et
al., 2006).

2.3. Monitoramento da oxidagao lipidica

Para avaliar a oxidacéo lipidica, 1 mL da suspensao de LUV foi adicionada
em 0,84 mL da solucédo tampéao utilizada no preparo dos lipossomas e mantido sob
agitacao leve, a 37 °C por 5 min, no espectrofluorimetro. Em seguida, 0,16 mL de
solugdo aquosa de AAPH (concentragao final de 40 mmol/L), iniciador de radicais
livres, foi adicionada ao sistema. Imediatamente apds a adicao de AAPH, iniciou-
se 0 acompanhamento da oxidagao lipidica por meio de medidas da intensidade
de fluorescéncia do C44-BODIPY, utilizando-se comprimentos de onda de
excitacado (Aex) de 540 nm e de emisséo (Aem) de 596 nm, e fendas de excitagéo e
de emissdo de 2,5 e 5 nm, respectivamente, em um espectrofluorimetro
CaryEclipse Varian (Palo Alto, EUA). A oxidagao lipidica foi acompanhada durante
40 min e foi realizada em duplicata. O efeito protetor (%Protegdo) da antocianina
foi calculado por meio da diferenca de area sob a curva de decaimento da
intensidade de fluorescéncia do C4-BODIPY, em relacdo a oxidagdo nos

lipossomas controle (sem antocianina), de acordo com a equagao 1.

AUC.,. — AUC .
AUC, .

%Protecao = ( jx 100 (1

onde AUC,c e AUCc3c sdo as areas sob a curva na auséncia (lipossomas

controle-LC) e na presenga de antocianina (C3G), respectivamente.
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A concentragdo de antioxidante necessaria para que se obtenha 50 % de
protecdo (ECsp), foi calculada, para cada condigédo de pH (3,1 e 7,4), utilizando os
parametros obtidos com os ajustes lineares realizados para as curvas %Protecéao

vs concentragao de cianidina 3-glucosideo.

3. Resultados e Discussao

O estudo da oxidacao lipidica em lipossomas foi realizado em dois sistemas
com condi¢oes de pH diferentes, sendo um acido e outro proximo a neutralidade,
pois em solugdes aquosas de antocianinas, o aumento do pH provoca um
deslocamento do equilibrio para a formacado de bases quinonoidais (reagcéo de
desprotonagédo) e/ou hemiacetais (reagdo de hidratagdo) que segue para a
formacgao de chalconas (reagao de tautomerizagao), de acordo com a estrutura da
antocianina (Figura 1). Nao foi encontrado na literatura o valor da constante de
desprotonacédo da cianidina 3-glucosideo. No entanto, para o ion 3',4',7-triidroxi-3-
metoxiflavilium os valores de pK, e pK, encontrados foram de 2,52 e 4,40
respectivamente (Dangles et al., 1994). Considerando que pK = - log(K), pode ser
estimar os valores de K, e K; em 3 e 0,04 mmol/L, respectivamente. Esses
resultados indicam que em solugdes aquosas desse ion flavilium, com o aumento
do pH, a formagao de hemiacetais é favorecida em relagdao a formacao de bases
quinonoidais (Mercadante & Bobbio, 2008). Devido a relativa semelhancga entre a
estrutura desse ion flavilium e a da cyd 3-glucosideo, comportamento semelhante
€ esperado em solugcdes aquosas desta antocianina. Além disso, cabe salientar
que derivados glicosilados nao acilados de cianidina (cyd 3-xilosil-galactosideo e
cyd 3-glucosil-xilosil-galactosideo) apresentaram valores de K, (0,4 mmol/L) cerca
de 10 vezes maior que os valores de K; (0,04 mmol/L) (Redus et al., 1999),
indicando que para estes derivados de cianidina também €& esperado que o
aumento do pH provoque deslocamento do equilibrio para a formagao de

hemiacetais em detrimento da formacao de bases quinonoidais.
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No presente estudo, o pH 3,1 foi escolhido por estar proximo ao valor da
constante de equilibrio de hidratagdo da cianidina 3-glucosideo (pK, = 3,01)
(Stintzing et al., 2002), ou seja, a condigdo de pH onde 50 % das moléculas de
antocianinas presentes no meio estdo na forma de cation flavilium (coloragao
vermelha) e 50 % na forma de hemiacetais (incolor), Figuras 1. O pH 7,4 foi
escolhido em fungdo deste ser semelhante ao pH fisioldgico, sendo que nesta
condigao, as formas de cianidina 3-glucosideo presentes no meio sédo hemiacetais
(B) elou chalconas (C), junto com uma parte das moléculas na forma de bases
quinonoidais (A), Figuras 1. A Figura 2, que mostra os espectros UV-visivel
obtidos para cianidina 3-glucosideo nas duas condigdes de pH empregadas neste
estudo, indica a presenca de diferentes formas da antocianina em solugdo. A
cianidina 3-glucosideo foi escolhida para a realizagao deste estudo por ser a

antocianina mais amplamente distribuida na natureza.
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cis-chalcona (cis-C) trans-chalcona (trans-C)

Figura 1. Transformagdes estruturais da cianidina 3-glucosideo em solugéo
aquosa. K, — constante de equilibrio de desprotonacdo, K, — constante de
equilibrio de hidratacdo; Ky — constante de equilibrio de tautomerizacdo, K, —

constante de equilibrio de isomerizagéo.
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Figura 2. Espectros UV-visivel da cianidina 3-glucosideo (18,1 umol/L) em (a) pH
3,1 (solugéo tampao citrato 12 mmol/L) e (b) pH 7,4 (solugdo tampéo fosfato salino
12 mmol/L).

O C41-BODIPY (Figura 3) € um analogo de acido graxo que apresenta
fluorescéncia na regido do vermelho do espectro visivel, com maximo de emissao
a 595 nm. Conforme esse lipidio sofre oxidacao por radicais livres, a intensidade
de fluorescéncia vermelha inicial a 595 nm diminui, ocorrendo um deslocamento
da banda de emissao para comprimentos de onda menores, com maximo em 520

nm, devido ao encurtamento do croméforo (Drummen et al., 2002).

Convém mencionar que, ao ser incorporado em lipossomas (SUV)
preparados com iguais propor¢des de 1-estearoil-2-oleoil-fosfatidilcolina e 1,2-
dilinoleoil-fosfatidilcolina, o lipidio fluorescente C¢1-BODIPY apresentou
sensibilidade a oxidag&o, induzida por AAPH a 37 °C, da mesma ordem de
magnitude da sensibilidade apresentada pelo acido linoleico presente nos

lipossomas (Drummen et al., 2002).
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Figura 3. Estruturas do lipidio fluorescente C44-BODIPY nas formas (A) néao
oxidada e (B) apds oxidagao induzida por radicais livres. Adaptado de Drummen et
al. (2004).

Os espectros de emissdo apresentados na Figura 4 mostram que em
ambas condi¢cdes de pH, na condicdo de excitacdo utilizada, a cianidina 3-
glucosideo n&o apresentou fluorescéncia, indicando que o C4-BODIPY como
indicador da oxidacéao lipidica pode ser utilizado em lipossomas na presencga de

antocianina.
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Figura 4. Espectros de emissdo obtidos para lipossomas com C44-BODIPY e sem
cyd 3-glucosideo (A) e lipossomas sem C44-BODIPY com 50 umol/L de cyd 3-
glucosideo (B), em meios com pH 3,1 e pH 7,4. Condigdes: Aexcitagao = 940 nm;

kemisséo = 560'740 nm, Slitexcitagéo = 2,5 nm, Slitemisséo = 5 nm.

Os graficos mostrados na Figura 5 apresentam o decaimento da
intensidade de fluorescéncia do C41-BODIPY ao longo do tempo nas duas
condigbes de pH e diferentes concentracbes de cianidina 3-glucosideo
incorporada nos lipossomas. Para obtengcdo dos dados na auséncia de AAPH, a
solugdo aquosa deste reagente foi substituida por igual volume de &gua

deionizada.
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Figura 5. Variacdo da intensidade de fluorescéncia do C4-BODIPY em
lipossomas preparados em condi¢des de pH 3,1 e pH 7,4, na auséncia de AAPH
() e na presencga de 40 mmol/L de AAPH para LC (@), C3G-1 (L), C3G-2 (A) e
C3G-3 (O). Condigdes: Aexcitagio = 940 NM; Aemisszo = 996 NM; Slitexcitagio = 2,5 NM;

Slitemisséo = 5 nm.

Como mostrado na Figura 5, quando ndo se adiciona o iniciador de radicais
livres, o lipidio fluorescente é estavel nos lipossomas mantido a 37 °C em ambos
os valores de pH. Estes resultados vém de encontro ao estudo com C44-BODIPY
incorporado em lipossomas unilamelares preparados com fosfatidilcolina de ovo,
em condigcbes de pH entre 4 e 10, onde foi observado que a intensidade de
fluorescéncia desse lipidio ndo sofreu alteragdo em fungdo do pH do meio
(Drummen et al., 2002).

Como esperado, a presenga de cianidina 3-glucosideo nos lipossomas, em
ambas as condigbes de pH, prolongou a fase de indugdo da oxidagéo lipidica
(Figura 5), provavelmente, por meio da desativagcao de radicais livres (Rice-Evans
et al.,1996). Esse comportamento esta de acordo com os resultados relatados por
Zhang et al. (2006) na avaliagao, por meio da oxidagao lipidica induzida por AAPH
em lipossomas contendo C11-BODIPY, da atividade de diversos antioxidantes,

entre os quais flavonoides nao antocidnicos e outros compostos fendlicos. A
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diferenga entre o efeito protetor em pH 3,1 e pH 7,4 conferido pelas formas de
cianidina 3-glucosideo em lipossomas pode ser melhor visualizada através da
porcentagem de protecdo em fungédo da concentragdo de antocianina incorporada

nos lipossomas (Figura 6).
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Figura 6. Efeito protetor da oxidacao lipidica em lipossomas em fungdo da
concentragdo de cyd 3-glucosideo, em sistemas com pH 3,1 (H) e pH 7,4 (@),

apoés 40 min de reagao.

O valor de ECsg, que representa a concentragao de antioxidante necessaria
para que se obtenha 50 % de protegao, foi calculado por meio de ajustes lineares
dos dados da Figura 6. Nas condi¢gdes estudadas, a cianidina 3-glucosideo
apresentou uma atividade antioxidante 2,6 vezes maior em pH 7,4, ECso, de 9,3 +

1,3 umol/L, quando comparada com a atividade em pH 3,1 com ECs, de 23,6 + 0,9

umol/L.

A maior atividade antioxidante em pH 7,4, onde estdo presentes as formas
hemiacetais e/ou chalconas e bases quinonoidais (B, C e A, respectivamente,
Figura 1) da cianidina 3-glucosideo, esta relacionada com a redug¢ao no potencial

de oxidagcdo e aumento na capacidade de doar elétrons. Para cianidina 3-
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glucosideo o potencial de oxidagdo em solugdo tampao diminui conforme aumenta
o pH do meio, o que indica que, em condi¢cdes de pH mais alto, os compostos séo
mais facilmente oxidados e sua atividade antioxidante € maior (Lima et al., 2007).
Além disso, é esperado que as formas hemiacetais e chalconas apresentem maior
capacidade de doar elétrons que o respectivo cation flavilium, uma vez que os
hemiacetais possuem uma hidroxila a mais na posicdo C2 e as chalconas
apresentam uma carbonila nessa posigdo (Ca na chalcona) e uma hidroxila em
C2’ (Figura 1). Segundo Vieyra et al. (2009), a capacidade redutora diminui na
seguinte ordem 3,7-diidroxiflavona (DHF) > 2’ 4’-diidroxichalcona (DHC) > 7-
hidroxiflavanona (HF), em fungdo da presenga de uma hidroxila adicional no
carbono 3 (C3) e de uma ligacdo dupla em C2-C3 na DHF, bem como da
presenca de ligagdo dupla em Ca-Cp na DHC (equivalente a posi¢gao C2-C3 na
DHF).

Os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com aqueles
relatados por Vieyra et al. (2009), onde a capacidade de desativagdo de radicais
livres (ABTS"" e DPPH"®) e de oxigénio singlete ('0,) foi maior para os flavonoides
com maior capacidade de doar elétrons, e as constantes de desativacao total de
'0, aumentaram com o aumento do pH devido a presenca de formas
desprotonadas dos flavonoides. Além disso, a presenca de ligagées duplas em
conjugagao com um grupo cetdnico, que ocorre tanto nas chalconas como nas
bases quinonoidais, € um elemento estrutural essencial para uma eficiente
atividade antioxidante (Bors et al.,1990), contribuindo para explicar o maior efeito

protetor apresentado pela cianidina 3-glucosideo em meio neutro.

Segundo Rice-Evans et al. (1996), uma das condigbes a serem satisfeitas
para um composto fendlico ser definido como antioxidante € que esse composto
seja capaz de retardar ou prevenir a oxidagdo de um substrato, estando presente
em uma concentracido baixa em relagdo ao substrato a ser oxidado. Sendo assim,
pode-se afirmar que as formas de cianidina 3-glucosideo presentes no meio, em
ambas as condigdes de pH, cumprem essa condicdo, uma vez que os valores de

ECso representam razdes molares de 0,0081 e 0,0032 de antocianina em pH 3,1 e
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pH 7,4, respectivamente, em relacdo aos lipidios presentes no meio
(fosfatidilcolina e C411-BODIPY). Além disso, em ambos meios com diferentes
valores de pH, a inibicdo da oxidacdo lipidica foi dose-dependente, sendo
diretamente proporcional a concentragao de cianidina 3-glucosideo, nas condigbes

estudadas.

As porcentagens de protegao obtidas com 10 umol/L (5,03 ug/mL) de cyd 3-
glucosideo foram calculadas, por meio dos ajustes lineares da Figura 6, onde se
obtiveram valores de 21 e 55 % nas condi¢des de pH 3,1 e 7,4, respectivamente.
Esses resultados estdo na mesma faixa daqueles encontrados para antocianinas
isoladas de frutas, contendo misturas de glicosideos de delfinidina, cianidina e
petunidina. Essas antocianinas, a uma concentragao de 8,4 ug/mL, inibiram entre
27 e 54 % a formagéo de dienos conjugados, quando incorporadas em lipossomas
(SUV) contendo lactalbumina, preparados por meio de ultrassom com solugéo
tampao pH 6,6, submetidos a oxidacido induzida por cobre a 37 °C por 6 dias
(Viljanen et al., 2004b). Além disso, o resultado obtido em pH 7,4 (55 % de
protecao para 10 umol/L de antocianina) esta proximo a faixa de porcentagem de
inibicdo de formagéo de dienos conjugados (65-80 %) obtidas em outro trabalho
do mesmo grupo, utilizando o mesmo tipo de sistema (SUV, com lactalbumina, em
pH 6,6), onde foi incorporado 10 umol/L de cianidina 3-glucosideo ou da
respectiva aglicona, sendo a oxidagao induzida por cobre a 37 °C por 6 dias
(Viljanen et al., 2004a).

De acordo com resultados obtidos a partir dos ajustes lineares da Figura 6,
50 umol/L de cyd 3-glucosideo pode alcangar 100 % de protegao, tanto em pH 3,1
como em pH 7,4. As possibilidades de efeito pro-oxidante ou perda da atividade
da antocianina, neste caso, podem ser descartadas, pois foi realizado um teste
com 50 umol/L de cyd 3-glucosideo incorporada nos lipossomas em pH 3,1 e 7,4,
onde foi observado que a antocianina continuava apresentando efeito protetor
(dados ndo mostrados). Esses resultados indicam uma atividade antioxidante,
principalmente em pH neutro, bastante superior aquela relatada em outros

trabalhos. Em lipossomas (SUV), por exemplo, previamente preparados por meio
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de ultrassom, com solugao tampéo pH 7,4, a adicao de 50 umol/L de cianidina ou
cianidina 3-glucosideo reduziu em 30 e 34 %, respectivamente, a formagao de
malondialdeido (determinado por HPLC) apds 6 h de oxidag&o induzida por AAPH
a 37 °C (Tsuda et al.,, 1994). A mesma concentragao de cianidina (50 umol/L)
adicionada ao mesmo tipo de lipossomas (SUV, obtido por ultrassom, pH 7,4),
submetidos a oxidagao induzida por cobre a 37 °C por 2 h, inibiu em 85 % a
formacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (Hassimotto et al., 2005).
Por outro lado, essa mesma aglicona (cianidina) apresentou efeito pré-oxidante
quando adicionada a lipossomas (obtido por ultrassom, em solugdo aquosa nao
tamponada com pH inicial 4,6), submetidos a oxidagao induzida por cobre a 37 °C
durante 1 a 3 dias (Satué-Gracia et al., 1997).

No entanto, diferencas nos resultados de atividade antioxidante séo
esperadas quando se compara os dados obtidos neste trabalho com aqueles
relatados na literatura. Isso porque, em todos os trabalhos citados acima, a
porcentagem de protegdo conferida pelos compostos antioxidantes foi avaliada
nas fases entre propagagdo e terminagdo, sendo que, em alguns casos, O
acompanhamento do processo oxidativo baseou-se em compostos secundarios da
oxidacao, enquanto que no presente trabalho a oxidagao foi acompanhada na fase

inicial alcangando no maximo a fase de propagagao.

Além disso, o fato dos compostos serem incorporados nos lipossomas
durante o preparo dos mesmos (como foi feito neste trabalho e naqueles
reportados por Viljanen et al. (2004a, b)) ou serem misturados aos lipossomas
previamente preparados (como foi feito nos trabalhos relatados por Tsuda et al.
(1994) e Hassimotto et al. (2005)) também pode proporcionar diferentes resultados
de atividade antioxidante, embora essa diferenga de atividade seja menor quando
os antioxidantes em estudo sao compostos hidrofilicos, como demonstrado por
Zhang et al. (2006).
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4. Conclusao

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que todas as formas de
cianidina 3-glucosideo em equilibrio nas condi¢cbes de pH estudadas foram
capazes de prolongar o periodo de indugdo da oxidagao lipidica iniciada por
radicais livres, em sistema mimetizador de membranas. A mistura de hemiacetais
e/ou chalconas, junto com bases quinonoidais, que estdo presentes em meio
neutro, apresentaram atividade 2,6 vezes maior que a mistura de cation flavilium e

hemiacetais, presentes em pH 3,1.
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CAPITULO VI

CHARACTERIZATION AND SINGLET OXYGEN QUENCHING
ABILITY OF GUM ARABIC AND MALTODEXTRIN SPRAY -
DRIED MICROCAPSULES CONTAINING ANTIOXIDANT
MOLECULES

Manuscrito em preparacao para ser submetido a revista

Langmuir
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ABSTRACT

Microcapsules prepared with gum arabic (GA) or maltodextrin 20DE (MD)
containing antioxidant (AOx) molecules, such as carotenoids and tocopherol
derivatives, were prepared by the spray-drying technique. The properties of these
microcapsules were evaluated by several techniques, such as dynamic light
scattering (DLS), scanning electronic microscopy (SEM), and steady-state and
dynamic fluorescence spectroscopy. The results showed that the GA wall forms
less polar, and more rigid and compacted hydrophobic domains than those in the
MD microcapsules, improving the solubilization of apolar molecules and reducing
the accessibility of oxygen molecules. The microencapsulation efficiency (ME)
varied between 80-99 % and 64-93 % for GA and MD microcapsules, respectively.
The mean diameters of the microcapsules were slightly larger for GA (8.2-9.9 um),
as compared to MD (5.9-8.2 um) preparations. The quenching of singlet oxygen
('0,) by these microcapsules was evaluated in D,O solutions using time-resolved
phosphorescence detection (TRPD). The results indicated that the quenching rate
constant of '0, by AOx, e.g. kg%, is reduced almost two-orders of magnitude in
both GA and MD microcapsule solutions as compared with homogenous media.
These results are explained by the compartmentalization effects of AOx molecules
in the microcapsules, which results in lower accessibility of '0, and reduced
quenching efficiency. This effect decreases as the polarity of AOx molecules
increases, being tocopherol derivatives less influenced by encapsulation than

carotenoids.

KEYWORDS: microencapsulation, carotenoids, tocopherol, singlet oxygen,

antioxidant activity.
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Introduction

Singlet oxygen ('0,) is the lowest excited state of the ground triplet state of
dioxygen (30,), with 94 kJ/mol of excitation energy and several microseconds of
lifetime."? Because of these properties and its ubiquity in chemical and biological
media, this nonradical species efficiently reacts with most electron-rich ground
state singlet state molecules to form primary oxidation products, e.g.
hydroperoxides, dioxetanes, epoxides, endoperoxides, etc.® The reactivity of '0,in
food induces the formation of off-flavor and nutritional losses,* and therefore, the
development of new technologies and approaches that prevent these undesired
effects is a current goal.’

The generation of '0, in solution can be achieved in several ways, e.g.
chemically, enzymatically and photoc:hemically.1'5 In the last case, many food
components can act as sensitizer (S), absorbing UVA and/or visible light to form
singlet and/or triplet excited states (S*) which, via energy-transfer to 0, generate

the ground state of the sensitizer and 'O, (eqgns. 1 and 2).

S ,8* (1)
S*+°0,—f« 58+'0, 2)

In this type of mechanism, '0, can be avoided by trivial blocking of the excitation
light (hv), with either internal or external filters, and/or by efficient deactivation of
the excited states of S* and/or 'O, by quencher molecules (Q) through direct

chemical and/or physical interaction (eqn. 3).
S*/'0, + Q—*S/°0, + Qand/or products (3)

The kq (= k: + kp) value is the bimolecular rate constant for the total quenching
(chemical + physical). The chemical quenching represents the sacrificial reaction of
the quencher with the excited state leading to the formation of chemical products.
On the contrary, in physical quenching, the deactivation of the excited states

occurs by a variety of dissipative mechanisms that regenerate the reaction partners
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in their electronic ground state, now available for another round of excited state
deactivation directed to S* or 'O,. Typically, in air-saturated solutions, the
sensitizer excited states S* are efficiently quenched by *0,,° favoring the formation
of 0, (eqn. 2). Therefore, quencher molecules interact more efficiently with 'O,
preventing the oxidative action of 'O, in biological or food molecular targets
(antioxidant action).” This is the case of natural antioxidants (AOx), such as
carotenoids and vitamin E (tocopherol) derivatives (for illustrative structures, see

8-13

Figure 1), which are very efficient '0,%" quenchers.
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Figure 1. Structures of carotenoids (A) and tocopherol derivatives (B) used in this

study.

In the case of foods, this antioxidant action contributes to a superior product
stability’ and, therefore, to a better consumer acceptance." However, most of

these AOx molecules are poorly soluble in aqueous media and, as it is the case of
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carotenoids, they are also quite susceptible to degradation under high temperature,
low pH and in the presence of light and oxygen, among other factors commonly

found during food processing.'

In order to overcome these issues, spray-drying microencapsulation has been
claimed to be a suitable and affordable methodology for preserving and carrying
labile food ingredients, such as flavors, lipids, and carotenoids.'®'" In this process,
a liquid solution of food ingredient and a biopolymer are atomized in a hot gas
current to instantaneously obtain a powder. This material consists of tiny core
particles or droplets of the active material surrounded by a coating matrix made by
the biopolymer (wall material)."’

Most studies on spray-dried microencapsulation concern the encapsulation
efficiency and stability of the core material.’®** However, to the best of our
knowledge, very few studies have been done up to the present day in order to
address the antioxidant properties of these materials.’

Therefore, the aim of this work was to evaluate the effect of the spray-dried
encapsulation process on the 0, quenching capacity of some carotenoids and
tocopherol derivatives (Figure 1). In addition, the composition and some structural

properties of gum arabic and maltodextrin microcapsules were determined.

Materials and Methods

Materials. Vitamin E (DL o-tocopherol, TP), Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylcroman-2-carboxilic acid, TX), B-carotene (BC), Rose Bengal (RB) as a
sodium salt, and pyrene (Py) were obtained from Sigma-Aldrich (Missouri, USA).
Apo-8’-carotenal (A8) and apo-12’-carotenal (A12) were donated by DSM
Nutritional Products (Basel, Switzerland). These compounds were used as
received, with exception of BC, which was recrystallized up to 98 % purity, as
monitored by HPLC-DAD. Powdered gum arabic (GA, MW = 3.5x10° g/mol) was
supplied by Colloids Naturels Brasil (Sdo Paulo, Brazil), and maltodextrin 20DE
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(MD, MW = 1000 g/mol) was supplied by Corn Products Brasil (Mogi Guagu,
Brazil). Analytical grade organic solvents were obtained from Sintorgan (Buenos
Aires, Argentina) and deuterium oxide (99.9 % purity) from Sigma-Aldrich.

Aqueous solutions were prepared with Milli-Q quality water.

Preparation of microcapsules. The different microcapsules were prepared
using a laboratory-scale spray-drier system Lab Plant SD-04 (Huddersfield, U.K.),
under the following working conditions: aspersion nozzle diameter of 0.7 mm, air
pressure of 5 kgf/cm? air flow rate of 30 mL/min, entrance and exit air
temperatures of 170 and 110 °C, respectively. Solutions of each biopolymer (200
mL of solution at 30 % (w/v) of soluble solid) were prepared in distilled water at 45
°C and kept under continuous stirring until temperature reached 30 °C. Each core
material was dissolved in a suitable solvent (dichloromethane for carotenoids and
Py and ethanol for TX and TP) and added to the polysaccharide solution. Vigorous
mechanical stirring (7000 rpm) was maintained for 30 min in order to obtain an
emulsion. Afterward, Milli-Q quality water was added to obtain 300 mL of a 20 %
(w/v) biopolymer solution. The emulsion was placed in the spray-drier chamber,
slow agitation was applied during the spray-drying process. The microcapsules
obtained were immediately stored in a glass bottle under N, atmosphere at freezer

temperature (—36 °C) to avoid AOx degradation.

Microencapsulation efficiency (ME). For the microcapsules containing
carotenoids, this parameter was determined according to Nunes & Mercadante.?
Briefly, for the exhaustive extraction of total carotenoid with dichloromethane, the
MD and GA microcapsules were previously dissolved in water or water:methanol
(2:3), respectively. The carotenoids located on the surface of the microcapsules
were directly extracted with dichloromethane from the powdered microcapsules. In
both analysis, the organic phases were recovered in a separation funnel and dried
with anhydrous Na;SO,. Afterwards, the organic solvent was removed under
vacuum in a rotary evaporator (T < 35 °C), and the carotenoids were re-dissolved
in petroleum ether for quantification by UV-visible absorption spectroscopy, using

an Agilent 8453 diode-array spectrophotometer (Santa Clara, USA). Carotenoid
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concentrations were calculated according to their absorptivity values (E;”) at

1icm

maximum wavelength, as reported by Davies.?*

For TX and TP microcapsules, the total antioxidant content was determined in
aqueous solutions by measuring TX or TP absorbance at 290 nm, using a solution
of empty microcapsules at the same concentration as blank. The antioxidant
content on the surface of the microcapsule was determined by extraction with
ethanol and the supernatant separated by centrifugation (4000 rpm). The
supernatant was dried with anhydrous Na,SO, during 30 min and filtered, and the
solvent was removed under vacuum at 35 °C afterwards. The extracted TX or TP
was re-dissolved in a small volume of ethanol and quantified by UV-visible at the
maximum wavelength (290 nm). In both cases, TX and TP calibration curves, with
at least five standard concentrations between 60 and 300 umol/L, were performed

in water and ethanol solutions.

The total Py concentration in the microcapsules was estimated by the
measurement of the Py absorbance of the microcapsule’s aqueous solutions at
336 nm (¢ = 5.6x10* L.mol'em™® and corrected for background absorbance
and/or scattering with a solution with the same concentration of “empty”

microcapsules.

Microcapsule properties. Particle size distribution of the microcapsules was
obtained by dynamic light scattering (DLS) measurement using a Malvern-
Mastersizer S-MAM-5005 (Worcestershire, UK). The microcapsules (5 mg/mL)
were suspended in isopropyl alcohol, since the microcapsules are not soluble in
this solvent. The data was collected as a series of five measurements of duplicate

microcapsule suspensions.

The morphology of the microcapsules was evaluated by scanning electronic
microscopy (SEM) with a JEOL JSM 5800 LV apparatus (Tokyo, Japan), using
acceleration voltage of 10 kV. The microcapsules were fixed in stubs containing a
double-faced adhesive metallic tape and coated with gold in a Balzers evaporator
(SCD 050, Lichtenstein) during 75 s with a 40 mA current.



175

The microenvironmental properties of the core region of microcapsules were
analyzed by the fluorescence of Py using a Hitachi F-2500 spectrofluorometer
(Kyoto, Japan). The solutions were previously bubbled with air during 15 min to
minimize the quenching effect by molecular oxygen. Excitation and emission
spectra were registered with bandwidth slits of 2.5 nm. The fluorescence intensity
ratios between the vibronic bands | (371 nm) and Ill (383 nm), e.g. I/, % and
between excimer (460 nm) and monomer (371 nm) of Py molecules, e.g. lg/lu,?’

were monitored by excitation at 326 nm.

Steady-state fluorescence anisotropy (r) measurements were performed with the
Hitachi F-2500 fluorometer equipped with excitation and emission polarizer sheets
(Melles-Griot 03FPG003, Rochester, NY, USA). The r value was calculated using
the classical equation 4, where Iy, vy, Iny and Iy are the fluorescence intensity at
different vertical and horizontal positions of both excitation and emission polarizers,
respectively, and G is the monochromator grating correction factor, which was
determined for each solution in order to minimize scattering effects.

/vv _GIVH /H_V

r=——m—r——— with G=
Il +2Gl,, Iy

(4)

Oxygen permeability through the wall of microcapsules was evaluated by the Py
fluorescence quenching by oxygen, either by stationary or time-resolved
experiments. In the last case, a Nd:YAG laser (Minilite 1, Continuum, Santa Clara,
CA, USA), operating at 355 nm, was used as excitation source, and the Py
fluorescence decays were collected perpendicularly to the excitation beam at 375
nm with the PTI-101 monochromator (Birmingham, NJ, USA) coupled with a
photomultiplier Hamamatsu R928 (Hamamatsu, Japan). The output signals were
collected and averaged with a digital oscilloscope operating at 2.5 Gsample/s
(Tektronix TDS3032B, Forest Grove, OR, USA). The decays were analyzed as
monoexponential decays by deconvolution, using the OriginLab 8.0 software
(OriginLab, Northampton, MA, USA).
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Quenching of singlet oxygen. Photosensitized generation and transient
phosphorescence detection of 'O, were performed as previously described.®'*2®
Briefly, Rose Bengal (8 umol/L) was excited with laser pulses at 532 nm (10 ns
FWHM, 3 mJ/pulse) in air-saturated acetonitrile or D,O solutions. The transient
phosphorescence signal of '0, was monitored at 1270 nm as a function of the
quencher concentration. All the experiments were performed at 25 + 1 °C in
duplicates, and the average and standard deviation values of the kq values were

reported.

Results and Discussion

Microcapsule properties. Table 1 summarizes the core concentration and
microencapsulation efficiency (ME) of GA and MD microcapsules prepared in this
study. As a general trend, the microcapsules prepared with GA showed better ME
values of all polar and apolar AOx molecules as compared to MD microcapsules.
In particular, B-carotene and apo-carotenals were almost fully incorporated into GA
microcapsules, but in MD microcapsules the ME followed the trend A12 > A8 > BC,
indicating a larger affinity of MD for more polar and low molecular weight
carotenoids. On the other hand, for TP and TX, no significant differences were
observed on the ME values in both types of microcapsules, indicating that only the

chromanol ring governs the interaction with the wall material.
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Table 1. Microcapsule composition, core molecule concentration,
microencapsulation efficiency (ME) and mean diameter of the spray-dried

microcapsules prepared with gum arabic (GA) and maltodextrin 20DE (MD).

Wall Core ME ® Main diameters®*© (um)

material molecule Abbreviation  [Core]*” (%) d, d,

None GA - - 0.79 10.76

Trolox TX-GA 2.60 80.7 0.59 10.28

2 Tocopherol TP-GA 1.55 80.0 0.60 11.49

:(3 B.carotene BC-GA 1.39 99.0 0.71 11.95

(% Apo-8’-carotenal A8-GA 0.37 96.6 0.74 10.68

Apo-12’-carotenal A12-GA 0.53 94.9 0.76 10.12

Pyrene Py-GA 0.26 n.d.? 0.66 10.58

None MD - - 0.93 9.13

lu Trolox TX-MD 1.88 75.0 0.60 10.08
Q Tocopherol TP-MD 2.13 73.0 0.89 9.28
L;% -carotene BC-MD 1.04 63.9 0.91 8.42
% Apo-8'-carotenal A8-MD 0.35 75.7 0.89 7.70
g Apo-12’-carotenal A12-MD 0.55 92.8 0.91 8.86
Pyrene Py-MD 0.02 n.d. n.d. n.d.

2 umol core molecule/g wall material

® Relative standard deviation values (RSD) ranged between 0.1 and 7.5 %

¢ Determined by DLS, and represents the particle diameter of the two main population of
microcapsules.

9'n.d.: not determined

Figure 2 shows typical SEM micrographs and DLS size distribution plots of GA
and MD microcapsules containing the apo-12’-carotenal. The microcapsules
prepared with GA showed more irregular surface than those with MD. The
formation of dented surfaces on spray-dried microcapsules was attributed to the
shrinkage of the particles during the drying process.? This shrinkage is influenced

by the composition of the polysaccharide used as wall material; being the surface



178

more smoothed the greater the amount of low molecular weight residues on i,
which may act as a plasticizer, preventing shrinkage of the surface during drying."®
Interestingly, the surface morphology was independent of the AOx molecule
included, pointing out that the surface characteristics of the microcapsule is mainly
governed by the wall material and probably by the microencapsulation technique,
as it was already observed for spray-dried lycopene-GA,® [3-ct'::1rotene-MD,19 bixin-
GA or -MD.?' Thus, the dented morphology of GA microcapsules probably
contributes to increase the effective surface and the hydrophobic domains. As
depicted in Figure 2, for both microcapsule systems, polydispersion of particle size
was observed. Despite this fact, the mean diameter was independent on the AOx
core, and the microcapsule diameter was slightly larger for GA, as compared to

MD preparations (Table 1).

0005 4000X 10 kV 0023 4000X 10 kV

II-A I1I-B
10} 10}

Volume (%)

| | ,MWWWW

0 . MWWM 0 . |

0.1 1 10 100 0.1 1 10 100
Particle Diameter (um) Particle Diameter (um)

Figure 2. (I) SEM micrographs (magnified 4000x; acceleration voltage of 10 kV)
and (ll) particle size distribution (by DLS measurements) obtained from
microcapsules containing apo-12’-carotenal (A12) prepared with: (A) gum arabic
(GA) and (B) maltodextrin 20DE (MD) as wall material.
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These differences can be associated with the structure and composition of the
biopolymers used as wall material. Structurally, GA is a complex and variable
mixture of arabinogalactan oligosaccharides, polysaccharides and glycoproteins
with molecular weight around 300 kDa.**3' On the other hand, MD, as a product of
starch hydrolysis, is a mixture of short polymers of D-glucose (3-20 units), in which
the individual a-D-glucopyranosyl residues are joined by (1—4) linkages to give

linear chains with a certain degree of chain branching due to (1 — 6) bonds.*?

Therefore, it can be expected a larger number and diversity of hydrophobic
domains in GA than in MD microcapsules, improving the localization of non-polar
molecules. This effect was particularly noticed for the aromatic molecule pyrene
(Py), whose core concentration in GA microcapsules was one-order of magnitude

larger than that for MD preparations, Table 1.

The Py fluorescence is very sensitive to microenvironmental solvent properties
and self-concentration effects, and it is an useful tool for the characterization of
both conformational and/or microenvironmental properties in supra- and
macromolecular systems.?®?” Figure 3 shows the excitation and emission spectra
of Py under different conditions. In dilute Py aqueous solutions, only the typical
monomer emission between 360-450 nm was observed (spectrum a). However, in
both microcapsule solutions, the characteristic red-shifted broad band, due to the
emission of the Py excimer (Py-Py)*, was also detected (spectra b and c). The
formation of this excimer requires the pairing of two Py molecules in a sandwich
configuration, where the exciton is delocalizated by resonance between both
molecules.?” Two mechanisms of excimer formation are normally operating, i.e. in
the “dynamic excimer”’, a ground state molecule interacts with an electronically
excited state during its lifetime.>* However, under no diffusion controlled conditions,
such as in rigid covalently bonded dimmers, or in microheterogeneous media with
nano-sized hydrophobic pockets, where high local concentration is reached, the
excimer-like emission can involve the excitation of pre-associated ground state

dimmers, also called “static excimers”.?’
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Figure 3. Pyrene emission spectra (hex = 326 nm) of 0.7 umol/L Py (a), 0.3 umol/L
Py-MD (b), and 1.3 umol/L Py-GA (c), all in water. Pyrene excitation spectra of 1.3
umol/L Py-GA obtained at emission wavelength of 370 nm (d) and 480 nm (e).
Inset: Variation of the excimer (460 nm) to monomer (375 nm) intensity ratio, Ig/ly,

as a function of the pyrene concentration.

In the microcapsule suspensions, the static excimer mechanism of Py can be
assured accordingly to the following facts: i) the absorption spectrum of Py in
microcapsule solutions was broader and with less vibronic resolution than that in
homogenous solvents (data not shown); ii) the excitation spectra of Py in GA-
microcapsules monitored at the excimer emission (spectrum e) showed more
spectral broadening, red-shifting, and decreased peak-to-valley intensity ratio as
compared with that obtained at the monomer emission (spectrum d); and iii) the
variation of the excimer-to-monomer intensity ratio Ig/ly, as a function of the Py
concentration, was almost six-times higher in the microcapsule than in water
solutions, inset of Figure 3. Thus, the existence of ground state Py dimers in the

microencapsulated solutions can be associated with the presence of the
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hydrophobic micro-domains in the structure of the microcapsule, which increases
the local concentration of Py.

In addition, the fluorescence intensity ratio of the vibronic monomer bands | and
[l of Py, e.g. lIi/lyy, indicates the polarity properties of the microenvironment.? In the
case of GA-microcapsules, the initial 1/l;; = 1.74 was comparable to that observed
in acetonitrile (s = 37.5), while, in MD-microcapsules, the ratio was higher and
close to that reported for dimethyl sulphoxide (I/ly = 1.95, & = 46.7),%° indicating
that Py molecules are located in less polar micro-domains in GA than in MD
microcapsules. Noteworthy, for both microcapsule systems the [/l ratio was
almost constant during the first 50 h of dispersion in water, indicating that no
relevant structural changes in the microcapsules are produced during the first

hours of dispersion in water.

Finally, the permeability of molecular oxygen into the microcapsules was
evaluated by its efficiency of quenching the Py fluorescence. The fluorescence
spectrum of Py was monitored in argon, air, and oxygen saturated aqueous
solutions, as shown in Figure 4, for Py-GA solutions. In GA microcapsules, the
quenching efficiency by O, decreased as the monitoring wavelength shifted to red,
indicating an inhomogeneous distribution of Py fluorophore and/or oxygen
accessibility. The inhomogeneous distribution of Py in GA-MC was confirmed by
fluorescence anisotropy measurements, whose average value <r> was dependent
on the spectral region, as shown in Table 2. At the blue-edge range (370 — 390
nm) of the Py emission, the <r> for microcapsule solutions was slightly larger than
that in water. However, in the region between 400-430 nm, the <r> only increased
in GA microcapsules, indicating a more rigid microenvironment. Therefore, the
quenching efficiency was estimated using the classical Stern-Volmer (SV) equation
5, with ®o/® as the fluorescence quantum yield ratio (= spectral area ratio) in
absence and presence of oxygen, respectively, with <Ksy> as the integrated or

average SV quenching constant.
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Figure 4. Fluorescence quenching of pyrene (Aex = 335 nm) by dissolved

molecular oxygen in gum arabic microcapsule solutions. Inset: Stern-Volmer plot

(eq. 5) in water, gum arabic and maltodextrin microcapsule solutions.

Table 2. Average Py fluorescence anisotropy (r) and quenching by molecular

oxygen in water and microcapsule solutions prepared with gum arabic (GA) and

maltodextrin 20DE (MD).

Solution <r> Ksv <> <ko®% x107°
(370-390 nm)  (400-430 nm)  (L.mol™) (ns) (L.mol's™)
Water ~ 0.008 +0.001 0.008 +0.001 3658 +90 202 +7 18+ 0.5
MD-MC  0.010+£0.002 0.007+0.002 1784+30 165+5 10£0.3
GA-MC  0.011£0.002 0.017£0.004 104840 1969 53+0.3
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The inset of Figure 4 shows the linearity of the SV plots in microcapsule
solutions, and it is possible to observe that the quenching efficiency is higher in
homogeneous water than in microcapsule solutions, as indicated by the <Kgy>
values reported in Table 2. By definition, Ksy is the product between the
bimolecular quenching rate constant, kg, and the fluorescence lifetime of the
fluorophore in the absence of quencher, 1y, e.g. Ksy = kaxto. In the microcapsule
solutions, the fluorescence lifetime of Py is expected to be rather complex because
of the inhomogeneous distribution of Py in the microcapsules. Under our
experimental set-up conditions, we were only able to estimate the average lifetime
of Py, i.e. <tp>, Table 2, by the monoexponential fitting of the fluorescence decay
of Py monitored at 375 nm (data not shown). Thus, the calculated average
quenching rate constant <ka®? > indicated lower quenching efficiency in
microcapsules than in water solutions, Table 2. This result suggests a barrier effect
for the accessibility of O, to the Py location in the microcapsule, being this effect

higher in GA than in MD microcapsules.

Quenching of singlet oxygen. The inset of Figure 5 shows the typical
phosphorescence signal of '0, obtained after 532 nm laser excitation of RB in air-
saturated acetonitrile solutions. In all cases, the decay rate constant of '0,, ki
observed increased with the increment of the concentration of the antioxidant
molecules [AOXx], without any major changes of the initial phosphorescence signal
lo. Thus, the deactivation of 'O, occurs without changes on the efficiency of the
photosensitized generation of 'O, by RB. The decay portion of the transient was
fitted with the first-order function /s = loxexp(—kaf), and the quality of the
monoexponential fitting was evaluated by the uniformity of the residual values,
inset of the Figure 5. The variation of k, with the AOx (= quencher) concentration,
allowed the calculation of the rate constant values for the total quenching (chemical

AOx

+ physical) by the AOx compounds, kg™, according to eqn. 6.

k, = k® + kA [AOx] (6)
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where k\° = 1/7,° represents the inverse of the lifetime of 'O, in the solvent without
AOx, which, in the present case, was 7, = 65 + 3 us and 76 + 3 ps in D,O and

acetonitrile, respectively. Figure 5 shows the plots of eqn. 6 for the quenching of

AOx

0, by AOx in acetonitrile solutions, and the calculated kq " values are shown in

Table 3.
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Figure 5. Plot of eqn. 6 for the quenching of singlet oxygen (102) by antioxidants
(AOx) in acetonitrile solutions. Inset: phosphorescence decay of 'O, in the
absence and presence of B-carotene (BC) and the respective residual values for

the monoexponential fitting.
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Table 3 Rate constant values for the total quenching of 'O, by antioxidant
quenchers (AOx) in acetonitrile and by GA and MD-microcapsules in D,O solution.

AOx ko™°* (L.mol's™) x107
(c.d.b.)’ Acetonitrile P GA-MC® MD-MC P’ ¢
TX (3) 1141 (6.5+0.5) ° 6.6 +0.3° 6.9+0.2
TP (3) 29 + 1 41+0.2¢° 5.5+0.2
BC (11) 1040 + 35 51+02¢ 8.6 +0.4
A8 (10) 836 + 30 55+0.4¢ 40 +2
A12 (8) 21+2 54+0.1¢ 8.2+0.3
None ® - 27+02°" <0.009 + 0.001

c.d.b. = number of conjugated double bonds
b4 Calculated with eqns. 6 and 7, respectively
¢in D,O solutions

¢ Microcapsules without AOx

The present data was in agreement with previously reported values.?®'? The
quenching mechanisms of '0, by carotenoids and tocopherol derivatives are well
characterized, being governed by electronic energy-transfer (EET), in the case of
carotenoids, and by charge-transfer (CT) processes for tocopherol derivatives.’
Normally, the quenching of 'O, by EET mechanism is almost diffusion-controlled
(e.g. kg ~ 10°-10" L.mol's™) when the triplet state energy of the quencher is
smaller than the excitation energy of '0,, i.e. 94 kJ/mol. For carotenoids, the main
quenching process is physical, producing 30, and the triplet excited state of the
carotenoid (3Car*) that quickly returns to the ground state by nonradiative
processes. This condition is almost fully achieved for carotenoids with more than 9
conjugated double bonds (c.d.b.), while the kq value decreases with the reduction

1213 35 observed for the carotenoid series BC, A8, and A12 in

of the c.d.b. number,
Table 3. Interestingly, the rate constant for the chemical reaction of 'O, with

carotenoids and polyenes is independent on the number of c.d.b., i.e. k; ~ 1x10°
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L.mol™'s™,"*3 indicating similar activation barrier for the addition reaction of 'O,

into the c.d.b. system.

Instead, in the CT-induced deactivation, an electron donation, from tocopherol
derivatives to 'O, forms a singlet excited state complex (exciplex).2'® This singlet
exciplex mainly decays by the intersystem crossing to a triplet CT-ground state
complex, which finally dissociates to the ground state tocopherol and %0,. Both kq
and k. values are dependent on the electron donor ability of the quencher and

solvent properties, increasing with pH and polarity.®°

In microencapsulated solutions, the decay of '0, in the presence of both ‘empty”
and AOx-filled microcapsules of GA, or MD, was mono-exponential. In addition, the
efficiency of the photosensitized generation of 'O, by RB in microcapsule D,O
solutions was almost the same as that in homogeneous D,O. It has been reported
that the rate of entrance and exit of both 20, and 'O, in micellar pseudo-phases is
higher than 1x10’ s, being at least two orders of magnitude higher than the decay
of '0, in D,0 or in hydrocarbon media, given that, under this condition, a common
first-order decay for 'O, should be observed.*® Apparently, similar exchange
features of 'O, between microcapsules and bulk water can be considered. Figure
6A shows the plots of eqn. 6 for the quenching of 0, by “empty” microcapsules of
GA, or MD, in D,0O solutions, using the bulk molar concentration of the respective
biopolymer. The plots were linear and the results demonstrate that GA with k®h =
2.7x10" L.mol's™ is a 'O, quencher which is almost 300 times more efficient than
MD microcapsules, Table 3. This large difference can be related with the presence
of amino acids, such as histidine (His), and tyrosine (Tyr) residues in the
glycoprotein moiety of GA.*>' These amino acid residues quench 'O, in neutral
aqueous media with kq of 4x10” L.mol™'s™ and 2.7x10” L.mol™'s™, respectively.?**
On the contrary, the very weak 'O, quenching by MD (ko“'® = 9x10* L.mol™'s™) can
be associated with the presence of C—H and O-H residues of the polysaccharide,
which increase the collisional deactivation of 'O, that proceeds via conversion of
the electronic excitation energy into vibrational energy.1 Thus, the intrinsic

quenching contribution by MD can be neglected when compared with those
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produced by the microencapsulated AOx (vide infra). However, for GA
microcapsules, the intrinsic quenching of 0, by the wall material is additive with
the quenching contribution given by the AOx microencapsulated. Thus, the

quenching contribution due to the microencapsulated AOx only is obtained by eqn.
7.

k, —kS"[GA]=k® + k5% [AOX] (7)
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Figure 6. Quenching of singlet oxygen ('0,) in D,O by (A) “empty” microcapsules
of gum arabic (GA) or maltodextrin 20DE (MD), eqgn. 6; (B) BC-MD and TP-MD
microcapsules, egn. 6, (C) BC-GA and TX-GA microcapsules, eqn. 7. BC: B-

carotene, TP: tocopherol, TX: trolox.
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Figure 6B and 6C shows the plots of eqn 6 and 7 for the quenching of 'O, by
AOx in MD and GA microcapsule in D,0O solutions, respectively. As compared with
homogeneous solutions, the quenching efficiency by AOx in all microcapsule
solutions is reduced, suggesting that the wall material induces a barrier effect for
the accessibility of '0, to the location of the AOx in the microcapsule structure.
This effect is also related with the hidrophillic-hidrophobic balance of the AOx

molecules. For instance, in both microcapsule systems the ko™

value for TX,
which is the most polar AOx of the series, is very close to that observed in
homogeneous D,0 solutions. However, for BC, the most apolar AOx of the series,
the ko™ value in microcapsules is almost two-orders of magnitude smaller than
that in homogeneous acetonitrile, Table 3. These results indicate that the location
of the AOx in the microcapsule structure depends on the nature of the AOx and,
therefore, play a role in the quenching efficiency of 'O,. This effect is best
visualized by comparing the ratio of the quenching rate constants by AOx observed
in microcapsule and acetonitrile solutions, e.g. (ko"%*)wc/(ka"*)acn, Figure 7. This
plot indicates that, for carotenoids derivatives, this ratio is larger in MD than in GA
microcapsule, and for the same wall material the ratio increases as the AOXx
molecule reduces its molecular size and hydrophobicity, e.g. TX > TP and A12 >
A8 > BC.
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Figure 7. Ratio of the rate constant quenching of 'O, by antioxidant quenchers
(AOx) between microcapsule of gum arabic (GA) or maltodextrin 20DE (MD) in
D,0 and acetonitrile solutions. TP: tocopherol, TX: trolox, BC: B-carotene, A8: apo-

8’-carotenal, and A12: apo-12’-carotenal.

The above conclusions also agree with the microcapsule properties information
obtained from the Py fluorescence experiments, as discussed above. The Py
excimer formation, the I/l band ratio, the average anisotropy <r>, and the
fluorescence quenching by ground state oxygen ®0; indicated that the hydrophobic
domains in GA are less polar, more rigid and compacted than in MD
microcapsules, improving the solubilization of apolar molecules and reducing the

accessibility of oxygen molecules.

In summary, the present study demonstrated that the properties of the
hydrophobic domains in spray-drying microcapsules are dependent on the nature
of the biopolymer used as wall material, and the location of AOx molecules is also
dependent on its affinity with these sites. In addition, the quenching of 'O, by
microencapsulated AOx molecules is governed by compartmentalization effects,
which result in lower accessibility of 'O, as compared with homogenous media.
This effect decreases as the polarity of the quencher molecule increases, being
tocopherol derivatives less influenced than carotenoids derivatives. In fact, in case

AOx encapsulation is necessary, GA is a more convenient wall material than MD,
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since GA provides higher microencapsulation efficiency and shows a greater
contribution to the total antioxidant activity in the system, as compared to MD.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados deste trabalho mostram que o uso de cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos e de
espectrometria de massas (HPLC-DAD-MS/MS) foi uma ferramenta util e
fundamental para a determinacdo da composi¢cao de carotenoides de néspera,
jaca e jambolao, assim como para a determinagdo da composi¢ao de antocianinas

e outros compostos fendlicos de jambolao.

No estudo com os diferentes cultivares de néspera foi possivel demonstrar
a influéncia do fator genético na composigéo de carotenoides, uma vez que todas
as frutas foram provenientes do mesmo pomar. Entre os cultivares analisados, a
principal diferencga foi relacionada aos conteudos de carotenoides, uma vez que os
perfis de carotenoides foram similares para quatro dos cinco cultivares avaliados.
Os valores de pro-vitamina A indicaram que os frutos de néspera, principalmente
aqueles pertencentes aos cultivares Mizauto, Mizuho e Mizumo, representam uma

boa fonte dessa vitamina.

Em relagdo a composi¢cao de carotenoides de jaca, 18 carotenoides foram
identificados, sendo que destes, 14 foram relatados pela primeira vez nessa fruta.
Entre os lotes analisados, as diferengas ocorreram tanto no aspecto qualitativo
quanto quantitativo, sendo a principal diferenca relacionada a proporgao de
luteina. Esses resultados podem ser um indicativo de que os lotes comercialmente
disponiveis representam diferentes cultivares ou variedades de jaca, ou ainda que

foram produzidos sob diferentes condi¢des de cultivo.

Neste trabalho, pela primeira vez foi relatada a composicédo de carotenoides
e compostos fendlicos de jamboldo, com excegédo das antocianinas. O perfil de
carotenoides se caracterizou pela presenga de all-trans-luteina e all-trans-p-
caroteno e seus respectivos isbmeros cis, que em conjunto representam 7 dos 13
carotenoides encontrados, perfazendo 84,6 % do total de carotenoides. Entre as
agliconas dos flavonoides n&o antociénicos, mirecetina foi o unico flavonol

encontrado, sendo identificados também 2 precursores desse flavonol, que
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representam a classe dos flavanondis (ou dihidroflavonois). As antocianinas foram
compostas por cinco agliconas diferentes: delfinidina, petunidina, malvidina,
cianidina e peonidina. Foi marcante a presenca de diglucosideos, tanto nas
antocianinas como em outros flavonoides. Além disso, a atividade antirradical livre
do extrato funcional de jambolao foi maior em valores maiores de pH. Em relagao
a protecdo frente ao oxigénio singlete, o extrato funcional apresentou

caracteristicas antioxidantes superiores a de outras frutas vermelhas.

Os resultados obtidos no estudo da atividade antioxidante de cianidina 3-
glucosideo incorporada em lipossomas mostraram que todas as formas dessa
antocianina em equilibrio nas condicbes de pH estudadas foram capazes de
prolongar o periodo de indug¢ao da oxidagao lipidica iniciada por radicais livres, em
sistema mimetizador de membranas. A mistura de hemiacetais e/ou chalconas,
junto com bases quinonoidais, que estdo presentes em meio neutro, apresentaram
atividade 2,6 vezes maior (ECsp = 9,3 £ 1,3 umol/L) que a mistura de cation

flavilium e hemiacetais, presente em pH 3,1 (ECsp = 23,6 = 0,9 umol/L).

Por fim, o estudo envolvendo microencapsulacdo de padrbes de
carotenoides, assim como de trolox e tocoferol, demonstrou que os dominios
hidrofobicos nas microcapsulas obtidas por spray-drying foram dependentes da
natureza do polimero usado como material de parede (goma arabica ou
maltodextrina 20DE). Além disso, a localizagdo das moléculas do antioxidante
depende da afinidade do composto com essas micro-regides. A desativagéo total
de oxigénio singlete ('0,) pelos antioxidantes encapsulados foi influenciada por
efeitos de compartimentalizacdo, que provocaram menor acessibilidade do '0,
quando comparado ao meio homogéneo. Esse efeito foi inversamente
proporcional a polaridade do antioxidante, sendo que os carotenoides sdo mais
influenciados que tocoferol e trolox. De qualquer forma, no caso da encapsulacao
desses antioxidantes ser necessaria, goma arabica € mais conveniente que
maltodextrina como material de parede, uma vez que a goma arabica proporciona
uma maior eficiéncia de microencapsulacao e apresenta maior contribuicdo para a

atividade antioxidante total no sistema, quando comparada com a maltodextrina.



