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RESUMO

O Nordeste brasileiro € uma regido que apresenta condicbes favoraveis ao
desenvolvimento de algumas espécies da flora que sado consideradas exoéticas e
dentre essas podemos destacar as frutas do género Spondias. Os frutos do género
Spondias apresentam alto potencial ndo s6 para consumo in natura como também
para 0 uso no processamento de polpas, sucos, geleias, sorvetes, compotas e
doces. Do ponto de vista fitoquimico, as espécies do género Spondias se destacam
por serem ricas em compostos bioativos; no entanto, um grande numero de
substancias bioativas nessas espécies ainda sdo desconhecidas. Assim, esse
trabalho objetivou separar, identificar e quantificar carotenoides, ésteres de
carotenoides e compostos fendlicos usando HPLC-DAD-MS/MS em caja (Spondias
mombin L.), umbu (Spondias tuberosa), umbu-caja (Spondias spp.) e seriguela
(Spondias purpurea), como também avaliar a bioacessibilidade in vitro dos
carotenoides e seus ésteres em bebidas preparadas com polpa de caja. De uma
forma geral, as espécies de Spondias estudadas apresentaram o mesmo perfil
cromatografico de carotenoides e ésteres de carotenoides, com excegcdo da
seriguela. Os teores de carotenoides totais encontrados foram: 192,39 * 8,20 (ug.g9
'bs) em caja, 74,58 + 1,73 (ug.g'bs) em seriguela, 28,07 + 2,04 (ug.g'bs) em umbu
e 125,76 + 4,21 (ug.g'bs) em umbu-caja. Considerando todas as frutas do género
Spondias, os carotenoides majoritarios foram (all-E)-luteina, (all-E)-B-criptoxantina,
(all-E)-B-caroteno, (all-E)-B-criptoxantina laurato e (all-E)-B-criptoxantina miristato. A
rutina foi o composto fendlico majoritario em caja, umbu e umbu-caja, e o galoil-
HHDP-hexosideo foi o majoritario na seriguela. A quantificacdo dos compostos
fendlicos totais foi realizada por HPLC-DAD através de curvas analiticas de acido
galico, rutina e quercetina, obtendo-se 405,51 + 10,26 ug.g'bs, 202,64 + 3,79 ug.g°
'bs, 179,77 + 6,65 pg.g'bs e 179,55 *+ 0,57 pg.g'bs em caja, seriguela, umbu e
umbu-caja, respectivamente. O aumento da bioacessibilidade dos carotenoides em
bebida de caja acompanhou o aumento na quantidade de lipidios existentes no leite
adicionado a bebida; a adicdo de acucar aumentou a bioacessibilidade em uma
extensao similar de todos os carotenoides na ordem aguasleite desnatado>leite
integral.



ABSTRACT

The Brazilian Northeast is a region that presents favorable conditions for the
development of some species of flora that are considered exotic, among which we
can highlight the fruits of the genus Spondias. The fruits of the genus Spondias
present high potential not only for in natura consumption but also for the use in the
processing of pulps, juices, jellies, ice-creams and sweets. From the phytochemical
point of view, the species of the genus Spondias stand out because they are rich in
bioactive compounds; however, a large number of bioactive substances in these
species are still unknown. Thus, this work aims to separate, identify and quantify
carotenoids, carotenoid esters and phenolic compounds using HPLC-DAD-MS MS in
caja (Spondias mombin L.), umbu (Spondias tuberosa), umbu-caja (Spondias spp.)
and seriguela (Spondias purpurea), as well as to evaluate the in vitro bioaccessibility
of carotenoids and their esters in beverages prepared with caja pulp. In general, the
evaluated Spondias species presented the same chromatographic profile of
carotenoids and carotenoid esters, except for seriguela. The total carotenoids
contents were: 192.39 + 8.20 (ug.g-1dw) in caja, 74.58 + 1.73 (ug.g-1dw) in
seriguela, 28.07 + 2.04 (ug. g-1dw) in umbu and 125.76 + 4.21 (ug.g-1dw) in umbu-
caja. Considering all fruits of the genus Spondias, the major carotenoids were (all-E)-
lutein, (all-E)-B-cryptoxanthin, (all-E)-B-carotene, (all-E)-B-cryptoxanthin laurate and
(all-E)-B-cryptoxanthin myristate. The phenolic compound rutin was the major one in
Spondias mombin, Spondias tuberosa and Spondias spp., and galoyl-HHDP-
hexoside 1 was the major in Spondias purpurea. The quantification of the total
phenolic compounds was carried out by HPLC-DAD through analytical curves of
gallic acid, rutin and quercetin, with 405.51 + 10.26 ug.g™" dw, 202.64 + 3.79 ug.g™
dw, 179.77 + 6.65 pg.g”' dw and 179.55 + 0.57 ug.g™' dw in caja, seriguela, umbu
and umbu-caja, respectively. The increased bioaccessibility of carotenoids in caja
beverage accompanied the increase in the amount of lipids in the milk added to the
beverage; the addition of sugar increased the bioaccessibility in a similar extent for all

carotenoids in the order water> skimmed milk> whole milk.
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1. INTRODUCAO GERAL

Em 2014, o Brasil foi considerado o terceiro maior produtor de frutas no
mundo de acordo com a FAO (Reetz et al., 2014). Um consideravel percentual
da producgéo nacional de frutas € atribuido a regidao Nordeste do Brasil, a qual
apresenta condi¢cbes edafo-climaticas favoraveis ao desenvolvimento da
atividade de fruticultura (de Souza et al., 2017). A regiao Nordeste do Brasil
apresenta uma rica diversidade de frutas, em especial aquelas que sao
consideradas exoticas e exclusivas da regiao (Santos et al., 2012; Fernandes &
Araujo, 2011; de Almeida et al., 2008; Mota et al., 2008; Torres et al., 2003). As
frutas do género Spondias sdo sazonais e climatéricas; no entanto, podem ser
encontradas na forma de polpa durante todo o ano em diversas regides do
Brasil (de Moura et al., 2013).

Existem 17 espécies do género Spondias descritas, das quais 7 séo
nativas da regidao neotropical que vai do Sul dos EUA e compreende toda a
América Central e América do Sul. Existem também algumas espécies nativas
da Asia Central (Hazra et al., 2008). As espécies Spondias tuberosa (umbu) e
Spondias spp. (umbu-caja) sdo descritas na literatura como sendo nativas da
regidao Nordeste do Brasil (Mertens et al., 2017; Ritzinger et al., 2008). Por
outro lado, Spondias mombin L. (cajd) e Spondias purpurea L. (seriguela),
mesmo sendo nativas de outras regides, adaptaram-se bem ao clima e sao
facilmente encontradas no Nordeste brasileiro (Genovese et al., 2008; Lira
Junior et al., 2005).

As espécies de Spondias encontradas no Nordeste brasileiro séo
procedentes de plantios ndo comerciais e desordenados. No entanto, a
producgéo tem grande significado econémico para a regido, que comercializa as
frutas ndo s6 na forma in natura como também destina as industrias para a
producéo de sorvetes, polpas, sucos, geleias, entre outros (Ribeiro et al., 2017;
Oliveira et al., 2015; Silva et al., 2015; Vieira et al., 2014; Moura et al., 2011).

Os frutos do género Spondias sao apreciados para consumo por
possuirem aroma agradavel e serem ricos em compostos bioativos. Estes fatos
despertaram o interesse da comunidade cientifica nos ultimos anos, que tem
publicado inimeros estudos que vao desde a caracterizacdo e aproveitamento
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até o uso farmacologico e medicinal das frutas deste género (Gouvéa et al.,
2017; Muioz-Lopez et al., 2017; Neiens et al., 2017; Mohiuddin et al., 2016;
Giuffrida et al., 2015; Gomes et al., 2013; Silva et al., 2005; Ceva-Antunes et
al., 2003).

Os compostos bioativos dos frutos do género Spondias foram
estudados, porém a maioria dos estudos apresentam a quantidade total de
carotenoides ou a quantidade total de compostos fendlicos. Poucos trabalhos
descrevem a identificacao desses compostos, a qual foi realizada com base em
comparagdes com os poucos padrdes disponiveis comercialmente e espectros
UV-vis (Giuffrida et al., 2015; Moreira et al., 2012; Almeida et al., 2011; Melo &
Andrade, 2010; Goncalves et al.,, 2010; Genovese et al., 2008; Hamano &
Mercadante, 2001).

Compostos bioativos provenientes da dieta humana contribuem para a
diminuicdo dos riscos no desenvolvimento de inimeras doengas, como as
cronicas degenerativas, o0 cancer, as cardiovasculares, a catarata, a
degeneracao macular e inflamagcdes como a aterosclerose, entre outras. Uma
das hipbteses para tais acdes benéficas se deve ao fato de que essas
substancias bioativas funcionam como antioxidantes que desativam os radicais
livres, e dessa forma retardam o envelhecimento celular (Stanner et al., 2004;
Braca et al., 2002; Lampe, 1999; Serdula et al., 1996; Maxwell, 1995).

Os carotenoides sdo pigmentos responsaveis pela cor em frutas e
vegetais, que varia do amarelo ao laranja (Buena et al., 2014; Britton, 1995).
Os carotenoides mono ou di-hidroxilados (xantofilas) estdo esterificados com
acidos graxos na maioria das frutas (Breithaupt & Bamedi, 2001).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas
plantas como resposta a situagdes criticas e de estresse. Os compostos
fendlicos podem ser encontrados em todas as partes das plantas como caules,
folhas e frutos. No entanto, as maiores concentragdes podem estar disponiveis
em partes especificas da planta, e no caso dos frutos, a casca pode apresentar
maior teor de compostos fendlicos em relacao a polpa (Shahidi & Naczk, 2011;
Andrés-Lacueva et al., 2010).

A bioacessibilidade de carotenoides € um termo usado para se referir a
fracdo de carotenoides que é liberada do alimento ingerido na dieta, tornando-
se acessivel para ser absorvido no organismo (Fernandez-Garcia et al., 2012).
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Inimeros fatores como a complexidade da matriz alimentar, os distintos
processos tecnoldgicos aplicados aos alimentos, quantidade de lipidios nos
alimentos, dentre outros, influenciam a bioacessibilidade dessas substancias
(da Costa & Mercadante, 2017; Rodrigues et al., 2016; Xavier et al., 2014;
Fernandez-Garcia et al., 2012; Parker, 1996). O estudo da bioacessibilidade de
substancias presentes nos alimentos ganhou novo rumo apés a publicagao de
um meétodo padronizado pela agdo COST denominada INFOGEST Este
protocolo apresenta-se como alternativa aos métodos in vivo e in vitro que
muitas vezes sao dispendiosos e sem padronizagao (Minekus et al., 2014).

Inumeros fatores estdo envolvidos no processo de liberagdo e absorcao
de carotenoides pelo organismo (Parker, 1996). Os carotenoides presentes em
tomate tornam-se mais disponiveis para serem absorvidos quando o0 mesmo é
submetido a um processo de homogeneizacao, provando que a matriz pode
causar efeito na bioacessibilidade dessas substancias. Aléem do
processamento, o tipo de carotenoide também influencia esse processo
(Panozzo et al., 2013). No entanto, ainda existem poucas informacdes sobre o
processo de bioacessibilidade de carotenoides em produtos alimenticios
(Granado-Lorencio et al., 2010).

Frutas e vegetais ricos em carotenoides precisam ser submetidas a
testes de bioacessibilidade com a finalidade de identificar e quantificar os
compostos disponiveis para absor¢cao no organismo humano.

Assim, as frutas do género Spondias do nordeste brasileiro foram
escolhidas para o estudo mais aprofundado de alguns compostos bioativos
(carotenoides e fendlicos), como também para apontar o quanto carotenoides e
seus ésteres podem de fato estar disponiveis para exercer as funcées no

organismo.

2. OBJETIVOS

O estudo foi conduzido a fim de atender os seguintes objetivos:

1. Separar, identificar e quantificar carotenoides livres e ésteres de
carotenoides em frutos de caja (Spondias mombin L.), umbu-caja
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(Spondias spp.), umbu (Spondias tuberosa) e seriguela (Spondias
purpurea L.);

2. Separar, identificar e quantificar compostos fendlicos em frutas de caja
(Spondias mombin L.), umbu-caja (Spondias spp.), umbu (Spondias
tuberosa) e seriguela (Spondias purpurea L.);

3. Determinar a bioacessibilidade in vitro de carotenoides livres e ésteres
de carotenoides em bebidas elaboradas a partir da polpa de caja
(Spondias mombin L.).
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

1. Spondias no Nordeste brasileiro

Grande parte das frutas tropicais conhecidas é originaria da América do
Sul e do Sudeste da Asia. Acredita-se que um grande nimero de frutas
tropicais ainda ndo conhecidas também serdo provenientes dessas regides
(Martin, 1987). Geograficamente, o Brasil esta localizado na regiao tropical, o
que lhe confere caracteristicas peculiares para a atividade da fruticultura, como
uma fonte de produtos nativos subutilizados, com arvores frutiferas
consideradas exéticas com alto potencial agroindustrial, representando uma
importante fonte econémica para a populagéo (Alves et al., 2008).

A regidao Nordeste do Brasil compreende uma area de 1.556 mil km? e
caracteriza-se, do ponto de vista geoambiental, por uma diversidade de
paisagens, apresentando condigbes desde semiaridez de carater sazonal até
alta variabilidade pluviométrica espacial e temporal (Sales, 2003). Na regido
Nordeste do Brasil existem inumeras espécies de arvores frutiferas
consideradas exdticas, que fornecem frutos comestiveis apreciados pela
populacédo, que ndo sé aos utilizados para consumo in natura como também
aos destinados ao processamento (Silva et al., 2012; Almeida et al., 2011;
Rufino et al., 2010; Carvalho et al., 2000).

Dentre as frutas cultivadas ou tipicas do nordeste brasileiro podemos
destacar o abacaxi (Ananas comosus L. Merr.), a graviola (Annona muricata
L.), a pinha ou fruta do conde (Annona squamosa L.), a jaca (Artocarpus
integrifdlia L.), o murici (Byrsonima crassifolia L. Kunth.), o maméo (Carica
papaya L.), a mangaba (Hancornia speciosa Gomes), o sapoti (Manilkara
zapota L. P. Rayen), a siriguela (Spondias purpurea L.), o umbu (Spondias
tuberosa) e o tamarindo (Tamarindus indica L.). Todas estas frutas tém sido
estudadas visando conhecer mais profundamente os compostos bioativos,
qualidade e modos de conservagao pos-colheita, bem como desenvolvendo e
aplicando tecnologias para preservagdo da seguranga e da qualidade
organoléptica (Mariutti, et al., 2014; Almeida et al., 2011; de Sousa Galvao, et
al., 2011).



24

Algumas frutiferas consideradas exoéticas s&o nativas do nordeste
brasileiro como alguns frutos do género Spondias: umbu (Spondias tuberosa) e
umbu-caja (Spondias spp.) que € um hibrido natural entre as espécies umbu e
caja (Carvalho et al., 2010). Outras frutiferas exéticas ndo tém sua origem na
regiao Nordeste, porém foram domesticadas e adaptaram-se ao clima como é
o caso do caja (Spondias mombin L.), da siriguela (Spondias purpurea L.) e do
caja-manga (Spondias dulcis) que € um hibrido entre o caja e a manga (Santos
& Oliveira, 2008).

As frutas caja, umbu, umbu-caja e seriguela sdo as mais comuns dentre
as mencionadas acima e possuem importancia comercial para a regido. Em
sua maioria, essas frutas s&o consumidas in natura; no entanto, Os
processamentos as transformam em produtos muito apreciados como polpa,
suco, geleia, compota, néctar e bebida lactea, entre outros (Silva et al., 2014,
Moura et al., 2011, Folegatti et al., 2003). O sucesso desses produtos esta
associado a peculiaridade no aroma e ao sabor agridoce (Omena et al., 2012;
Carvalho et al., 2008; Adedeji et al.,, 1991; Basu, 1980). Como resultado do
aumento na producao, esses frutos tém sido destinados ao aproveitamento
agroindustrial, com consequente comercializacao dos produtos derivados das
Spondias e aunmento do numero estudos conduzidos com objetivo de explorar
e conhecer essas matrizes. Substancias bioativas, como compostos fendlicos e
carotenoides, ja foram descritas na composicao dessas espécies (Dutra et al.,
2017; Giuffrida et al., 2015; Engels et al., 2012; Hamano & Mercadante, 2001).
As frutas das Spondias possuem altos teores de vitamina C e de provitamina A
devido a presenca de carotenoides como a [(-criptoxantina e o [B-caroteno
(Satpathy et al., 2011; Tiburski et al., 2011; Koziol & Macia, 1998).

O caja (Spondias mombin L.) (Figura 1A) é uma fruta pequena com
formato eliptico, tendo 3-4 cm de comprimento, e quando madura apresenta
casca e polpa com cor amarela intensa, sabor agradavel e consideravel valor
nutritivo (da Silva et al., 2014; Pinto et al., 2003) (Figura 2A). O fruto no Brasil é
encontrado nas Regides Norte e Nordeste, porém, a Regido Nordeste destaca-
se como sendo a detentora do maior nimero de cajazeiras que € 0 nome da
arvore que gera a espécie. As cajazeiras nao estdo organizadas em plantios
comerciais e a atividade é caracterizada como sendo extrativista (Lira Junior et
al., 2005).
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O umbu (Spondias tuberosa) (Figura 1B), também conhecido como imbu
ou ambu, é caracterizado morfologicamente por ser uma drupa glabra ou
levemente pilosa, arredondada, com 2 a 4 cm de diametro, 10 a 20 g de massa
e superficie lisa ou com 4 a 5 pequenas protuberancias na porcao distal, tendo
a casca de cor amarelo-esverdeada e a polpa branco esverdeada, mole,
suculenta, de sabor agridoce (Figura 2B) (Folegatti et al., 2003; Mendes, 1990;
Silva et al., 1987).

Figura 1. Fotos registradas por Gilsandro (2016). A: frutos de caja (Spondias
mombin L.), B: frutos de umbu (Spondias tuberosa), C: frutos de umbu-caja

(Spondias spp.) e D: frutos de seriguela (Spondias purpurea L.).

O umbu-caja (Spondias spp.) (Figura 1C) é um hibrido natural entre o
caja e o umbu, também encontrada no Nordeste brasileiro, provavelmente tem
sua origem na regido e a planta de onde provém o fruto é caracterizada como
xerofita (Giacometti, 1993). O fruto de umbu-caja é caracterizado como sendo
uma drupa arredondada com casca fina e lisa de cor amarela, com endocarpo
grande, branco, suberoso e enrugado, localizado na parte central do fruto, no
interior do qual se encontram os l6culos, que podem ou ndo conter uma

semente (Figura 2C) (Moreira et al., 2012).
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A seriguela (Spondias purpurea L.) (Figura 1D), também conhecida
como red mombin, ciruela, purple mombin, tem a sua origem nas plantas
conhecidas como jacote que sao originarias das florestas subtropicais da
América Central (Engels et at., 2012). Os frutos de seriguela sao bastantes
difundidos na Regido Nordeste do Brasil, no entanto, podem ser encontrados
em todo o pais. A seriguela é caracterizada como uma drupa elipsoidal de cor
amarelada ou mesmo avermelhada quando madura, com comprimento entre

2,5 e 5 centimetros e pode pesar de 12 a 28 g; visualmente € bem parecida

com o caja, porém, ao contrario desse, é bastante doce (Figura 2D) (Engels et
al., 2012; Popenoe et al., 1980).

Figura 2. Fotos dos frutos partidos ao meio, registradas por Gilsandro (2016).
A: caja (Spondias mombin L.), B: umbu (Spondias tuberosa), C: umbu-caja

(Spondias spp.) e D: seriguela (Spondias purpurea L.).

2. Carotenoides

Os carotenoides sao pigmentos lipossoluveis de coloracdo que pode
variar do amarelo ao vermelho, distribuidos no reino vegetal, animal e em
microrganismos. As plantas superiores e 0s microrganismos sao capazes de
sintetizar estes compostos, enquanto que nos animais, o pigmento € obtido

através da ingestdo na dieta. De uma forma geral, os carotenoides séo
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moléculas de tetraterpeno com 40 atomos de carbono, formado por oito
unidades de isoprenoides, ligados de forma linear tendo a simetria da molécula
invertida no centro da estrutura (Britton, 1995).

A alteracao na estrutura pode incluir ciclizagdo de uma ou das duas
extremidades na estrutura basica dos carotenoides, como também mudancas
no nivel de hidrogenacao e adigdo de grupos funcionais contendo oxigénio
(Britton, 1995). Assim, os carotenoides podem ser divididos em dois grupos, 0s
carotenos que sao hidrocarbonetos e as xantofilas que sado derivados

oxigenados (Figura 3).

Carotenos

PN \ ETENS T 70 S T N
A NI
’ all-trans-B-caroteno

DV S e VS b e NN X

all-trans-y-caroteno

Xantofilas

DT 5 0 S S ZN

A T e\ VI S0 Y0 0 VZa
HO'

zeinoxantina

HO B-criptoxantina

OH

A 5 S0 T

A e VI

Ho zeaxantina

HO luteina

Figura 3. Estrutura quimica de alguns carotenos e xantofilas.

Os grupos terminais dos carotenoides podem ser aciclicos,
monociclicos ou diciclicos. As xantofilas possuem em sua estrutura grupos
hidroxilicos, carbonilicos, carboxilicos e/ou epdxidos. Muitas outras
modificacdes na estrutura podem ocorrer, resultando na grande diversidade de
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estruturas quimicas desses compostos que ja tiveram mais de 750 estruturas
relatadas (Britton et al., 2004; Britton, 1995).

Os carotenoides ainda podem sofrer isomerizagdo geométrica, o que
permite ndo somente a existéncia de estrutura all-trans, mas também diversas
possibilidades de mono-cis e poli-cis. Entretanto, apenas alguns isbmeros cis
sd0 encontrados na natureza, isto porque a presen¢a de uma ligagéo cis cria
impedimento estérico entre atomos de hidrogénio e/ou grupo metila préximos,
tornando esse tipo de isébmero termodinamicamente menos favoravel que a
forma all-trans. Os carbonos na posicao 9, 13 e 15 possuem impedimento
estérico menor, facilitando a formacao e relativa estabilidade destes isbmeros,
do que as posicbes 7 e 11, que raramente sdo encontradas na natureza
(Britton, 1995).

A cadeia linear dos carotenoides apresenta uma série de ligacdes
duplas conjugadas (l.d.c), que por ressonancia gera um sistema de elétrons 1T
gue se movimentam sobre a cadeia poliénica, proporcionando alta reatividade
quimica e absor¢ao de luz. Quanto maior for o numero de l.d.c na estrutura do
carotenoide, maior € o croméforo da estrutura que, por consequéncia, tera o
maior comprimento de onda de maxima absor¢ao (Amax) da estrutura (Britton,
1995).

O sistema de l.d.c gera uma alta reatividade na estrutura tornando os
carotenoides susceptiveis a degradacdo quando submetidos a determinadas
condicbes de alta temperatura, meio &cido, presenca de luz, entre outros
fatores, podendo sofrer isomerizacdo e oxidacdo. Essas alteracbes podem
levar a diminuicao do poder corante e da atividade provitamina A (Mercadante,
2008).

As fungdes e acgbes naturais dos carotenoides sao determinadas pelas
propriedades fisicas e quimicas das moléculas que séo definidas pelas
estruturas moleculares (Britton, 1995). Dentre as propriedades que essas
moléculas apresentam, a cor € uma das mais interessantes, ela é percebida
pelos olhos humanos quando a molécula tem ao menos um total de 7 l.d.c.,
como por exemplo, o -caroteno que é ligeiramente amarelo. Porém, também
existem carotenoides incolores, como o fitoeno com 3 l.d.c e o fitoflueno com 5
l.d.c (Britton, 1995).
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2.1. Biossintese de carotenoides

Os carotenoides sao biossintetizados a partir do geranil-geranil difosfato
(GGPP), para formar o carotenoide incolor fitoeno, em uma reacao catalisada
pela fitoeno-sintase (PSY), que nos organismos fotossintéticos € obtido da rota
Metileritritol Fosfato (MEP). Por outro lado, alguns organismos do reino
Archaea, como bactérias e fungos utilizam a via do Acido Mevalénico (MAV)
(Walter & Strack, 2011; Britton, 1998). Antes da formacédo do licopeno, a
molécula de fitoeno passa por quatro reacdes sequenciais catalisadas por duas
enzimas dessaturases e duas enzimas isomerases, que sao: fitoeno-
dessaturase (PDS), C-caroteno dessaturase (ZDS), carotenoide-isomerase
(CRTISO) e -caroteno isomerase (ZISO). Apds a formacao do licopeno, inicia-
se a ciclizacao pela acao das enzimas licopeno B-ciclase (LCYb) e licopeno ¢-
ciclase (LCYe), formando respectivamente &-caroteno e y-caroteno. Neste
ponto, hda uma ramificagdo na via biossintética, de onde seréo originados uma
série de outros carotenoides (Britton, 1998). Quando a LCYb atua nas duas
extremidades do licopeno, introduzindo um anel 3-ionona em cada uma delas,
ocorre a formagéo do B-caroteno. Ja no outro ramo, ha a participacao de duas
enzimas, LCYb e licopeno LCY, que introduzem respectivamente um anel (3-
ionona e um anel €-ionona no licopeno para formar a-caroteno (Britton, 1998).

Uma vez que os carotenos estdo formados, as xantofilas podem ser
sintetizadas a partir da hidroxilagdo do C3 de cada anel dos hidrocarbonetos [3-
caroteno e a-caroteno, através da acdo da enzima hidroxilase (HYb) e formar,
por exemplo, a B-criptoxantina e logo apds a zeaxantina (Britton, 1998). No
outro ramo, o a-caroteno sofre uma hidroxilacdo (HYb) para formar
zeinoxantina, que pode ser entdo hidroxilada novamente (HYe) e formar luteina
(Britton, 1998).

2.2. Esteres de carotenoides
Em algumas frutas, os carotenoides estdo naturalmente presentes tanto

na forma livre como esterificados com diferentes acidos graxos (Minguez-
Mosquera & Hornero-Méndez, 1994; Hornero-Méndez, & Minguez-Mosquera,
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2000). Os ésteres de carotenoides sao formados com a inser¢cdo por
esterificacdo dos acidos graxos nos grupos hidroxila das xantofilas, catalizada
pela enzima xantofila acetil transferase (XAT), codificada por genes nucleares e
que atuam via colesterol acil transferase (Acil-CoA) e proteina transportadora
(Acil-ACP) (Britton, 1998).

Frutos maduros de caja (Spondias mombin L.) apresentam acidos
graxos ligados a carotenoides, sendo encontrados mono e diésteres de
carotenoides em sua composicao. Estudos recentes identificaram os acidos
graxos miristico, palmitico e estearico ligados as xantofilas B-criptoxantina,
zeinoxantina e luteina (da Costa & Mercadante, 2017; Giuffrida et al., 2015).

Pode-se encontrar as xantofilas ligadas a apenas um acido graxo (Figura
4), a qual é denominada de monoéster de carotenoide e xantofilas ligadas a
dois acidos graxos (Figura 5) que sao diésteres de carotenoide. No caso de
serem dois acidos graxos iguais ligados a xantofila, tem-se um homodiéster, e
em heterodiéster ha dois &cidos graxos diferentes ligados a xantofila nas
posicdes C3 e C3’ (Hornero-Méndez & Minguez-Mosquera, 2000).

Figura 4. Monoéster de carotenoide — Luteina miristato.
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Figura 5. Diéster de carotenoide — Luteina dimiristato.

A denominagdo dos monoésteres de carotenoides € dada pelo home do
carotenoide seguido da posi¢cdo e nome do acido graxo, como por exemplo,
(all-E)-luteina 3-O-palmitato, referindo-se a um acido graxo de cadeia 16:0
(acido palmitico) ligado a xantofila (all-E)-luteina na posicdao C3 (Rodrigues et
al., 2016; Petry & Mercadante, 2016). Alguns monoésteres de carotenoides
como a B-criptoxantina miristato (Figura 6) e B-criptoxantina laurato ja foram
identificados em caja (Spondias mombin L.), apresentando abundancia relativa
de 2,2 e 1,1 %, respectivamente (Giuffrida et al., 2015).

TN

Figura 6. Monoéster de carotenoide — B-criptoxantina miristato

A denominacéo de diésteres de carotenoides € dada de forma similar a
de monoésteres, isto €, pelo nome do carotenoide seguido do nome dos dois
acidos graxos ligados a xantofila, como por exemplo, o diester (all-E)-luteina
dimiristato (Figura 5), onde a luteina encontra-se ligada a dois acidos graxos
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14:0 (acido miristico) nas posigdes C3 e C3’. No caso de heterodiéster, como
por exemplo, (all-E)-luteina 3-O-miristato-3’-O-laurato, o acido graxo 14:0 esta
ligado na posigdo C3 e o acido laurico (12:0) esta ligado na posi¢cdo C3’ da
xantofila (Rodrigues et al., 2016; Petry & Mercadante, 2016).

Os ésteres de carotenoides sdo moléculas mais estaveis que o0s
carotenos e xantofilas livres e podem estar, na maioria das vezes, em
quantidades superiores nos frutos, flores e vegetais carotenogénicos (Britton &
Khachik, 2009; Pérez-Galvez & Minguez Mosquera, 2005). O perfil e
quantidade das xantofilas esterificadas presentes dependem da acdao da
enzima xantofila acetil transferase presente nos cromoplastos e do
metabolismo carotenogénico especifico para cada vegetal (Petry &
Mercadante, 2016; Giuffrida et al., 2015; Fernandez-Orozco et al., 2013;
Giuffrida et al., 2013). Os vegetais carotenogénicos podem ser definidos como
aqueles que possuem sintese e acumulagdo de carotenoides associados a
transformacdo dos cloroplastos em cromoplastos, com consequente
degradacao das clorofilas (Minguez-Mosquera & Hornero-Méndez, 1994).

3. Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios sintetizados por
plantas durante o seu desenvolvimento normal como resposta as condi¢bes de
estresse, tais como infecgbes, ferimentos e radiagdo UV (Naczk & Shabhidi,
2004; Beckman, 2000). Os compostos fendlicos participam de importantes
funcdes no crescimento, desenvolvimento e na defesa dos vegetais contra o
ataque de patogenos (Dornas et al., 2009; Dixon & Harrison, 1990). As
principais fontes dos compostos fendlicos incluem os frutos (uvas, cerejas,
maga, groselhas, frutas citricas, castanhas, graos, sementes, entre outros) e as
hortalicas (pimenta, tomate, espinafre, cebola, brécolis, dentre outras folhosas)
(Barnes et al., 2001).

O consumo de frutas e vegetais ricos em fendlicos esta associado a
reducdo de riscos de doencgas cardiovasculares, cancer e outras doencas
cronicas (Coimbra & Jorge, 2013; Oliveira & Bastos, 2011). O descontrole na
producédo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio pode ser associado

ao inicio de inumeras doencas tais como cancer, reumatismo, artrite, mal de
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Parkinson e Alzheimer. No entanto, os compostos fendlicos agem como
neutralizadores desses radicais livres e consequentemente, previnem o
aparecimento dessas doengas (Almeida et al., 2011; Ali et al., 2008; Matteo &
Esposito, 2003). Além disso, extratos do caule, folhas e polpas ricas em
compostos fendlicos tém apresentado efeito na desativacao dos radicais livres
e também mostrado eficacia no combate ao virus da dengue, sugerindo que
essas substancias possam ser usadas no combate de iniUmeros processos
patoldgicos (Silva et al., 2011; Roesler et al., 2007; Sousa et al., 2007).

Os principais compostos fendlicos presentes em alimentos e que fazem
parte da dieta sdo os acidos fendlicos, flavonoides e taninos. Estes ocorrem
nos alimentos em quantidades que varian entre 1 a 3 mg/kg de alimento, e sao
dificeis de serem avaliados devido a complexidade e ao elevado numero de
compostos presentes nas matrizes. Além disso, a quantidade e tipo desses
compostos podem variar de acordo com alguns fatores como espécie, cultivar,
sistema de cultivo, localizacdo geografica, estddio de maturacdo, partes
avaliadas e condi¢des de armazenamento (King & Young, 1999).

3.1. Estrutura dos compostos fendlicos

Quimicamente, os compostos fendlicos sdo definidos como substancias
que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxilicos,
incluindo os seus derivados funcionais. Possuem estrutura variavel,
constituindo um amplo grupo de substancias, com mais de 8000 estruturas
largamente distribuidas em todo o reino vegetal (Bravo, 1998).

Os compostos fendlicos podem ser classificados de acordo com o
namero de anéis fendlicos e elementos estruturais ligados aos anéis. Assim,
adota-se a divisao em dois grupos principais: flavonoides e nao flavonoides. Os
flavonoides apresentam estrutura basica composta por um nucleo flavano, que
consiste em quinze atomos de carbono distribuidos em trés anéis (Cs-C3-Ce),
qgue sdo denominados A, B e C (Figura 7).
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Figura 7. Estrutura basica dos flavonoides.
Dentre os flavonoides estdo incluidos os subgrupos das flavanonas,

flavonas, dihidroflavonois, flavondis, flavan-3-ols, antocianinas, isoflavonas,

cumarinas, chalconas, diidrochalconas e auronas (Figura 8).

Flavonas Flavonois Flavanonas Isoflavonas
O o s
o’ O " —
SUAS SO A - {
Zon Z o o)
O .
Chalconas Antocianidinas Flavan-3-ol Coumarinas Auronas

Figura 8. Estrutura dos subgrupos dos flavonoides.

Os néao flavonoides estao classificados de acordo com o numero de
carbonos que eles possuem, sendo subdivididos em fendis simples, acidos
hidroxibenzdéicos e hidroxicindmicos, taninos hidrolisaveis, acetofenonas,
benzofenonas, xantonas, estilbenos e lignanas (Figura 9) (Andrés-Lacueva et
al., 2010; Crozier et al., 2009).
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Figura 9. Estrutura do subgrupo dos néao flavonoides.

Os acidos fendlicos sao divididos em trés grupos. O primeiro € composto

pelos acidos benzoicos, que possuem sete atomos de carbono (Ce - C1) e séo

0s mais simples encontrados na natureza, o segundo é formado pelos acidos

cinamicos, que possuem nove atomos de carbono (Cs - Cs), e as cumarinas

sao derivadas do acido cinamico por ciclizacdo da cadeia lateral do &acido o-

cumarico (Figura 10) (Soares, 2002).

R1

R2
COOH

R3

R4
Acidos benzoicos

R1 = OH - Acido Salicilico;

R1 = R4 = OH - Acido Gentisico;

R3 = OH - Acido p-hidroxibenzéico;

R2 = R3 = OH - Acido Protocatequinico;

R2 = OCH3 ; R3 = OH - Acido Vanilico;

R2 = R3 = R4 = OH - Acido Galico;

R2 = R4 = OCH3 ; R3 = OH - Acido Siringico

R OH
R2

CH = CH~- COOH CH=CH- COOH

R3

O

Acido O—cumirico
. R4 _C
Acidos cinamicos o} CH
R1=R2=R3=R4=H-> Acido cindmico; CH
R1 = OH - Acido o-cumarico;
R 2 = OH - Acido m-cumdrico;
R3 = OH - Acido p-cumirico;
R2 = R3 = OH -> Acido Caféico;
R2 = OCH3 ; R3 = OH - Acido Ferdilico; A
R2 = R4 = OCH3 ; R3 = OH -> Acido Sinapico Cumarina

~N

Figura 10. Estrutura quimica béasica dos principais compostos fendlicos.

Os compostos fendlicos englobam desde moléculas simples até

moléculas com alto grau de polimerizagdo. Estdo presentes nos vegetais na
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forma livre ou ligados a agucares e a proteinas (Angelo & Jorge, 2007; Bravo,
1998). Os flavonoides sdo encontrados na forma de aglicona ou glicosilada,
com o agucar ligado a um carbono ou a um grupo hidroxila. Os agucares
ligados as hidroxilas da aglicona encontram-se comumente nas posicées C3 ou
C7 e os que estao ligados a carbono apresentam-se normalmente no Cs e Cs.
Independentemente da ligagdo, os monossacarideos mais comuns sdo a

ramnose, glicose, galactose e arabinose (Angelo & Jorge, 2007).

4. Compostos bioativos em frutas do género Spondias

4.1. Compostos bioativos em caja (Spondias mombin L.)

O fruto do género Spondias mais estudado € o caja (Spondias mombin
L.), € o mais difundido e conhecido e, no Nordeste do pais, é aproveitado das
mais diversas formas. O caja esta comumentemente envolvido em estudos de
caracterizacao, farmacolégicos e médicos; as substancias bioativas podem ser
usadas para prevenir inumeras doengas, incluindo os disturbios
cardiovasculares (Saheed et al., 2017; Pakoussi et al., 2016; Baildo et al.,
2015; Carvalho et al., 2015; Tiburski et al., 2011).

A polpa congelada de caja destaca-se por apresentar carotenoides
40,68 + 2,4 ug.g"' a 48,69 + 1,57 ug.g', flavonoides amarelos 5,25 + 0,22
mg.100g™" e compostos fendlicos 102,88 + 3,0 mg.100g", resultados expressos
em peso fresco (Silva et al., 2012; Tiburski et al., 2011; Giuffrida et al., 2015).
Dos carotenoides totais em caja, 17,08 + 2,2 ug.g”' correspondem a B-
criptoxantina, 6,43 + 0,7 ug.g™ a luteina, 5,47 + 6,4 ug.g™' a zeinoxantina, 3,40
+ 5,7 ug.g' a a-caroteno e 3,14 + 9,9 ug.g”' de B-caroteno (Tiburski et al.,
2011).

Os carotenoides foram separados e identificados em caja com o uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a detector de arranjo
de diodos (DAD) em colunas C18 e C30, e confirmados com a injecdo dos
padroes (Tiburski et al., 2011; Hamano & Mercadante, 2001). Em extratos
saponificados, foram identificados fitoeno, fitoflueno, all-trans-B-caroteno, 13-
cis-B-caroteno, 9-cis-B-caroteno, a-caroteno, B-criptoxantina (cis e trans),
zeinoxantina e luteina (Tiburski et al., 2011; Hamano & Mercadante, 2001). J&
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em extratos nao saponificados e com a identidade confirmada por
espectrometria de massas (MS) foram identificados luteina, B-criptoxantina-5,6-
epoxido, (13Z/13Z’)-B-criptoxantina, fitoeno, zeinoxantina, fitoflueno, -
criptoxantina, a-caroteno, [3-caroteno, B-criptoxantina miristato e (-criptoxantina
palmitato (Giuffrida et al., 2015).

Estudos genéticos recentes investigaram as populagdes de cajazeiras e
observaram as diferencas e semelhancas genéticas dessas populagdes, onde
concluiram que as semelhancas sao maiores entre populacbes que estao
préximas geograficamente (Silva et al., 2017). Assim, diversidades qualitativas
e quantitativas s&o susceptiveis de ocorrerem nos compostos bioativos do caja.

Inimeros trabalhos descrevem a capacidade antioxidante dos frutos de
caja (Spondias mombin L.) e os compostos fendlicos presentes no fruto séo
aparentemente os principais responsaveis por esses valores (Tiburski et al.,
2011; Vieira et al., 2011). No entanto, na literatura ndo existem registros sobre
a composicao dos compostos fendlicos existentes na polpa de caja; o acido
elagico e a quercetina foram identificados nas folhas da cajazeira (da Silva et
al., 2012).

4.2. Compostos bioativos em umbu (Spondias tuberosa)

O umbu é uma fruta que vem sendo estudada ha anos e é caracterizada
como rica em compostos fendlicos, apresentando também baixas quantidades
de carotenoides na polpa e na casca (Melo & Andrade, 2010; Rufino et al.,
2010). Na polpa, casca e sementes foram encontrados quercetina, acidos
hidroxinamicos, acido elagico, acido clorogénico, protocatequinas, flavonoides
amarelos, acido galico, acido vanilico, acido p-cumarico e acido ferulico
(Gomes et al., 2013; Almeida et al., 2011; Gongcalves et al., 2010; Rufino et al.,
2010; Melo & Andrade, 2010; Genovese et al., 2008). Os compostos bioativos
em umbu apresentados na Tabela 1 foram identificados através de
comparagdes com padrbes e informacdes obtidas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada ao detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD). Em
vinho de umbu, foram detectados 5,48 + 0,12 mg/L e 2,19 + 0,21 mg/L de
catequina e epicatequina, respectivamente (Ramalho et al., 2014).
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Em frutos de umbu, também foram descritos teores de vitamina C (18,4
+ 1,8 mg.100g"; 19,53 mg.100g™' de polpa), minerais como potéssio, célcio e
magneésio e fibras soluveis (Cavalcanti et al., 2001; Cavalcanti et al., 2000). A
avaliacao etnofarmacol6gica dos frutos de umbu revelou que os frutos podem
ser usados de diversas formas para tratamento de algumas patologias, entre
estas diabetes, inflamagdes, célicas uterinas, dores de estdmago e como
hipocolesterolémico (Lins Neto et al., 2010). Os frutos de umbu apresentaram
pronunciada atividade antioxidante, atribuida a presenca de compostos
fendlicos, vitamina C e carotenoides (Almeida et al., 2011; Melo & Andrade,
2010; Rufino et al., 2010; Rufino et al., 2009; Genovese et al., 2008)



Tabela 1. Compostos bioativos em frutos de umbu (Spondias tuberosa).

Compostos

Concentracao

Método

Parte utilizada

Referéncias

Fendlicos totais

44,6 + 27 mg GAE#/100g

Folin Ciocalteu

polpa

Almeida et al. (2011)

Fendlicos totais

Carotenoides totais

32,70 £1,23 mg.100"
38,03 £ 1,58 mg.100"
454,21 + 18,63 mg.100"
466,17 + 22,37 mg.100-!
3,02 ug.g
1,70 pug.g!

6,31 £ 0,08 pg.g™
7,47 + 0,92 ug.g!

Folin Ciocalteu

Espectrofotométrico a 450 nm

polpa do fruto maduro
polpa do fruto semi-maduro
casca fruto maduro*
casca fruto semi-maduro*
polpa do fruto maduro
polpa do fruto semi-maduro
casca fruto maduro*
casca fruto semi-maduro*

Melo & Andrade (2010)

Fendlicos totais 4,0 + 02 mg GAE#/100g Folin Ciocalteu polpa Gongalves et al. (2010)
Quercetina 9,4 + 05 mg/100g HPLCP-DADe
Acido hidroxinamico 0,2 + 0,1 mg/100g
Acido elagico livre 0,9 £ 0,1 mg/100g
Acido elagico total 314 + 20 mg/100g
Fendlicos totais 52,5 £ 5,9 mg GAE3.g Folin Ciocalteu casca Omena et al. (2012)
202 + 6,9 mg GAEa.g semente
40,4 + 8,7 mg GAE2.g* polpa
Quercetina 32,65 + 0,65 pug.g™" UPLCY- MSe casca
Fendlicos totais 34,1 mg GAE?/100g Folin Ciocalteu polpa Genovese et al. (2008)
Quercetina 0,96 + 0,05 mg/100g HPLCP
Acido clorogénico 0,02 £ 0,01 mg/100g
Acido elagico 32 +2 mg/100g
Polifendis 742 + 19 mg GAE¥/100g Folin Ciocalteu polpa* Rufino et al. (2010)
Polifenéis 90,4 £ 2,2 mg GAE?#/100g polpa

Flavonoides amarelos

6,9 £ 1,7 mg/100g
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Carotenoides totais 1,0 £0,2 mg/100g Espectrofotométrico a 450 nm

Protocatequinas 141, 3 ug.g™ UPLCH polpa Gomes et al. (2013)
Acido clorogénico 118,9 ug.g-'

Acido galico 3,5 ug.g"

Acido vanilico 2,5 ug.g"

Acido p. cumarico 1,8 ug.g-!

Acido fertilico 2,2 ug.g°"!

* matéria seca

aEquivalente Acido Galico

bCromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

¢ Detector Arranjo Diodos

dCromatografia Liquida de Ultra Performance
eEspectrometria de Massas

40
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4.3 Compostos bioativos em umbu-caja (Spondias spp.)

O umbu-caja € uma Spondias que também apresenta grande aceitacao
e pode ser utilizada em inUmeras aplicacoes tecnolégicas como producao de
polpa, suco e néctar devido ao seu sabor doce e aroma agradavel (Fernandes
et al.,, 2008). O umbu-caja (Spondias spp.) possui fendlicos, flavonoides e
carotenoides (Tabela 2).

A quantidade de compostos fendlicos totais como também as
identidades de alguns ja sdo conhecidas, pois foram separados e identificados
em sistema HPLC-DAD, assim as proantocianinas, acido elagico e quercetina
foram identificados (Correia et al., 2012; Moreira et al., 2012; Borges et al.,
2011; Gomes et al., 2009). Entretanto, a espectrometria de massas ainda nao
foi usada para confirmar a identificacdo desses compostos.

Em umbu-caja (Spondias spp.), usando cromatografia em coluna aberta
(OCC), foram separados os carotenoides 5,6-epdxi-B-caroteno, 5,6,5’,6'-
diepoxi-B-caroteno, 5,6-epoxi-luteina e a-caroteno (Moreira et al., 2012).

Em vinho obtido de umbu-caja foram encontrados 4,78 + 0,04 mg/L e
2,53 + 0,25 mg/L de catequina e epicatequina, respectivamente (Ramalho et
al., 2014).



Tabela 2. Compostos bioativos em umbu-caja (Spondias spp.).
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Compostos

Concentracao

Método

Parte utilizada

Referéncias

Fendlicos totais
Flavonoides totais
Flavonas totais
Carotenoides totais

Carotenoides

a-caroteno

5,6 epoxi-B-caroteno
5,6-5'6"' diepoxi-3-caroteno
5,6 epoxi-luteina
Fendlicos totais

Proantocianinas
Acido elagico
Quercetina

188,86 + 44,36 mg GAE?/100g

2,37 + 0,26 mg CE®/100g
2,80 + 0,08 mg QTE®/100g
11,44 pg.g™

518,63 + 11,68 mg CE®/100g

1064 + 28 mg QTES/100g
2,72 £ 0,04 mg/100g
3,38 + 0,01mg/100g

Folin Ciocalteu

Espectrofotométrico
de 350 a 550 nm

OcCcd

Folin Ciocalteu

HPLCe-DAD'

polpa

residuos™ de polpa,
semente e casca

Moreira et al. (2012)

Correia et al. (2012)

Carotenoides totais

11,21 + 13 pg.g™

Espectrofotométrico a 450 nm

polpa

Gomes et al. (2009)

Fenodlicos totais

Antocianinas totais

1448,3 + 6,8 mg GAE#/100g

23,12 £ 0,04 mg/100g

Folin Ciocalteu

pH diferencial

residuos™ de polpa,
semente e casca

Borges et al. (2011)

* matéria seca
aEquivalente Acido Galico
bEquivalente Catequina
¢Equivalente Quercetina

dCromatografia em Coluna Aberta
eCromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
‘Detector de Arranjo de Diodos
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4.4 Compostos bioativos em seriguela (Spondias purpurea L.)

A seriguela é também conhecida como jacote na América Central, e tem sido
alvo de pesquisas que comprovam a sua capacidade medicinal, atribuida aos
compostos bioativos (Gachet et al., 2010; Genovese et al., 2008; Agra et al., 2007).
Os frutos de seriguela possuem minerais como o fésforo, zinco, potassio, calcio,
ferro, sédio e substancias bioativas como a riboflavina, niacina, acido ascorbico,
acido malico e carotenoides (Koziol & Macia, 1998). Apesar de possuirem
carotenoides, ndo se encontram registros da identificacdo destes compostos na
literatura.

Em casca de seriguela (Spondias purpurea L.), foram identificados os
seguintes compostos fendlicos: galoil glicose, acido galico, acido dehidroxibenzdico
hexosideo, acido 3-cafeilquinico, quercetina 3-O-pentosilrutinose, quercetina 3-O-
pentosilhexosideo, quercetina  3-O-pentosilhnexosideo, quercetina  raminosil
hexosideo, quercetina deoxihexosideo, quercetina pentosideo, quercetina 3-O-
rutinosideo - rutina, quercetina 3-O-glucopiranosideo, quercetina dipentosideo,
kaempferol deoxihexosil hexosideo, kaempferol 3-O-hexosil pentosideo, quercetina
3-O-pentoside, kaempferol 3-O-rutinosideo, kaempferol 3-O-glucosideo (astragalina),
ramnetina hexosil pentosideo, ramnetina hexosideo, ramnetina dipentosideo,
kaempferideo hexosil pentosideo, acido 3,5-dihidroxibenzoico, acido 3-cafeoilquinico,
quercetina 3-O-arabinoglucosideo, quercetina 3-O-rutinosideo (rutina), quercetina 3-
O-glucopiranosideo-lsoquercitrina, kaempferol 3-O-rutinosideo, quercetina
dehidratada, isoramnetina, ramnetina, kaempferideo. No entanto, as suas
quantidades nao foram determinadas (Engels et al., 2012).

Por outro lado, a maioria dos estudos realizou somente a determinacdo de
fendlicos totais na seriguela. Esses variaram de 351,30 mg GAE/100g de polpa a
862,32 mg GAE/100g de polpa em 11 gendtipos diferentes de seriguela (Spondias
purpurea L.), porém as diferengas encontradas ndo foram discutidas pelos autores
(Silva et al., 2012).

5. Bioacessibilidade de carotenoides

Antes de estarem disponiveis para cumprirem sua funcdo no organismo

(biodisponibilidade), as substancias (carotenoides) contidas nos alimentos ingeridas
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através da dieta precisam ser liberadas da matriz alimentar para poderem estar
acessiveis para absorcdo (Olson, 1999). A bioacessibilidade é entdo o passo que
antecede a biodisponibilidade, visto que, tanto fatores ligados ao alimento como
aqueles ligados ao organismo influenciam nesse processo (Fernandez-Garcia et al.,
2009).

Biodisponibilidade

A 4

Do total ingerido é a quantidade de
composto que é assimilada e estocada ou
usadas nas fungdes metabdlicas

v \’

Bioacessibilidade Bioatividade
Fracdo de um composto que é E o transporte e assimilagdo pelo tecido
liberado da matriz no trato alvo desses compostos liberados no
gastrointestinal e torna-se processo de bioacessibilidade

disponivel para a absor¢do no
intestino

Figura 11. Definicdo de biodisponibilidade como uma soma da bioacessibilidade e
bioatividade. Adaptado de Fernandez-Garcia et al. (2009).

A bioacessibilidade de carotenoides vem sendo estudada a fim de esclarecer
como essas moléculas estdo disponiveis no organismo humano para exercer as
funcdes bioldgicas. Sugere-se que os carotenoides sao liberados da matriz alimentar
durante a mastigacao e que em seguida eles entram na fase lipidica da emulséao
gastrica, depois sao incorporados pelas micelas e estabilizados por sais biliares no
intestino e entdo, as micelas sao absorvidas pelas células do intestino a fim de
atingir a circulagdo plasmatica (Hollander & Ruble, 1978). Os carotenoides sao
absorvidos e transportados da mucosa intestinal por quilomicros e lipoproteinas
através da linfa para o sangue e armazenados no figado e no tecido adiposo. Sua
distribuicdo depende da hidrofobicidade, do carotenoide e da lipoproteina envolvida
(Parker, 1996; Olson, 1994; Erdman et al., 1993).
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Alguns fatores como a digestibilidade, os antioxidantes, os nutrientes, a
acidez estomacal, a absorgao ineficiente de lipidios, o tipo de carotenoide, as fibras
dietéticas sollveis, as infeccoes, a ineficiéncia de enzimas, os fatores genéticos e o
processamento dos alimentos influenciam no processo de absorcao dessas
substancias pelo organismo (Ambrésio et al., 2006; Parker, 1996). Sabe-se que a
presenca da pectina na matriz alimentar dificulta a formagao das micelas de gordura
e diminue o movimento dos carotenoides para as células de absor¢do (Lemmens et
al., 2009). Outros fatores podem estar envolvidos na bioacessibilidade dos
carotenoides, como por exemplo, a concentragdo de minerais que contribuem de
forma significativa na formacgéo das micelas de gordura (Biehler et al., 2011).

Atualmente, testes in vitro tém sido propostos como uma forma de expandir
0s conhecimentos sobre cada etapa da digestao (Berni et al., 2014; Minekus et al.,
2014; Fernandez-Garcia et al., 2012; Colle et al., 2012; Failla et al., 2008). Porém,
nao € possivel comparar os resultados dos inumeros trabalhos publicados sobre
bioacessibilidade in vitro devido ao fato de terem sido usados distintos modelos de
digestdo. Assim, um grupo de cientistas sugeriu um método harmonizado que
propde a padronizacdo de um modelo de digestao in vitro para serem aplicados nas
mais distintas matrizes alimentares para diferentes compostos (Minekus et al.,
2014). Este método foi adaptado e validado para carotenoides (Rodrigues et al.,
2016) e aplicado para avaliar a bioacessibilidade de carotenoides em murici
(Rodrigues et al., 2016) e tangerinas (Petry & Mercadante, 2016).

Testes in vitro aplicados para avaliar a bioacessibilidade dos compotos
fendlicos ainda sao entendidos como sendo imcompletos e de dificil aplicacao, visto
que, os compostos fendlicos ao passarem pelo sistema gastrointestinal sao
degradados, principalmente em derivados dos acidos benzdico, fenil-acético e fenil-
propiénico (Brown et al., 2012; McDougall et al., 2005).

Assim, a avaliacéo in vitro da bioacessilidade de carotenoides envolvidos em
diferentes tipos de preparo de uma mesma matriz alimentar, deve predizer dados e
valores importantes relacionados ndo s6 com a identidade dos carotenoides que

estardo bioacessiveis como também a sua concentragao.
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ABSTRACT

Carotenoids, free and esterified with fatty acids, were determined in four genus of Spondias
fruits. Non-saponified extracts from freeze-dried edible parts of caja (Spondias mombin L.),
seriguela (Spondias purpurea), umbu-caja (Spondias spp.) and umbu (Spondias tuberosa)
were identified and quantified by HPLC-DAD-MS/MS. Despite the high number of
carotenoids quantified, the major carotenoids in all the Spondias evaluated were (all-E)-
lutein, (all-E)-B-cryptoxanthin, (all-E)-B-carotene, (all-E)-B-cryptoxanthin laurate and (all-E)-
B-cryptoxanthin myristate, with 22 % of the (all-E)-B-cryptoxanthin in Spondias mombin L.,
26 % of the (all-E)-lutein in Spondias tuberosa, 18 % of the (all-E)-B-carotene in Spondias
spp. and 18 % of the (all-E)-lutein in Spondias purpurea. Besides those carotenoids, (all-E)-
zeinoxanthin contributed with 11% in Spondias mombin L. and (all-E)-a-carotene with 10 %
in Spondias spp. The highest carotenoid content was found in Spondias mombin L. (192.39
+ 8.20 pg.g'dw), followed by 125.75 + 4.21 (ug.g™'dw) in Spondias spp., 74.58 + 1.73 (ug.g°
'dw) in Spondias purpurea and 28.07 + 2.04 (ug.g'dw) in Spondias tuberosa. The levels of
provitamin A value followed the same order given above, 997.6 + 46.4 ug RAE/100 g in
caja, 805.41 + 27.40 ug RAE/100 g in umbu-caja, 298.89 + 8.37 ug RAE/100 g in seriguela
and 143.33 £ 9.15 ug RAE/100 g in umbu. The percentage of esters in relation to the total
carotenoids was 36 % in Spondias mombin L., 23 % in Spondias tuberosa, 32 % in
Spondias spp. and 41 % in Spondias purpurea. This fact demonstrates that esters of
carotenoids are important in the composition of such compounds in these fruits.

Keywords: xanthophyll esters, tropical fruit, LC-MS, Spondias, carotenoids, carotenoid
esters
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1. Introduction

The Spondiadeae subfamily, belonging to the Anacardeaceae family, includes 17
genus and 140 species, with about 14-15 species of the genus Spondias, with 9 of them
occurring in Neotropical regions of the world (Bachelier & Endress, 2009; Mitchell & Daly,
2015). The climate of the tropical regions of the Northeast and Northern of Brazil favors the
development of plants from the Anacardiaceae family, such as mango (Mangifera indica L.),
cashew-apple (Anacardium occidentale L.) and the fruits from genus Spondias.

Species of the genus Spondias are easily found in Central and South Americas;
however, some of them are native to Asia. Yellow mombin (Spondias mombin L.), known as
caja in Brazil, is a genus native to the Brazilian Amazon and Atlantic Forest (Mitchell & Daly,
2015), while umbu (Spondias tuberosa) and umbu-caja (Spondias spp.) are originated from
the Northeastern Brazil, with no records of their existence in other regions of the world
(Prado, 2000). The umbu-caja is a natural hybrid between caja and umbu and since its
specie is not defined, it is nominated Spondias spp. (da Silva Junior et al., 2004; de Souza
Almeida et al., 2007). On the other hand, Spondias purpurea L., known as mombin, purple
mombin, Spanish plum, seriguela, ciruela or jocote, has its origin in Mexico and Central
America. The species caja, umbu and umbu-cajd have genetic similarities, while the
seriguela is genetically different from the others (Santos & Oliveira, 2008; de Souza Almeida
et al., 2007). The trees from the genus Spondias are xerophytic and deciduous as these
plants can support very long periods of dry weather (Cole, 1960), due to morphological
structure of their bulbs or tuberous roots which possess the ability to accumulate water into
them (Cavalcanti et al., 2002; Miller & Schaal, 2005). These fruits are seasonal and
represent an economical source for various local industries (Almeida et al., 2011). However,
umbu is the only fruit of this genus that has its production recorded, 8.094 tones in 2015, with
Bahia state as the main producer in Brazil (Turini, 2017). They are appreciated by the local
population not only for fresh consumption, but also for use in the manufacture of ice-cream,
juice, jam and others. All these fruits are small, round or oblong shaped, with color ranging
from yellow to orange when ripe, with significant contents of carotenoids. However, umbu
presents a yellowish-green color, as chlorophyll pigments are present even when fruits are
ripe (Tiburski et al., 2011; Koziol & Macia, 1998).

Carotenoids are not only responsible for the yellow-reddish color of many fruits and
vegetables, these substances are also related to the prevention of cardiovascular diseases,
some cancers and macular degeneration (Britton et al., 2009; Rao & Rao, 2007; Krinsky &
Johnson, 2005). Carotenoids comprise two groups: the carotenes and the xanthophylls, the
latter one is commonly found esterified with different fatty acids in fruits (Mercadante et al.,
2017). Acylation modifies some of the carotenoid physical-chemical properties and also
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confers stability to the pigment (Fu et al., 2010; Subagio et al., 1999; Minguez-Mosquera &
Hornero-Méndez, 1994). However, most of the studies on composition of carotenoids applies
a saponification step with consequent hydrolysis of carotenoid esters (de Rosso &
Mercadante, 2007; Hamano & Mercadante, 2001; Tiburski et al., 2011). On the other side,
identification of esterified carotenoids has increased in recent years considering that this is
the most common form of xanthophylls found in most fruits (Delgado-Pelayo et al., 2016;
Schweiggert et al., 2016; Giuffrida et al., 2012; Petry & Mercadante, 2016; Rodrigues et al.,
2016; Mercadante et al., 2017). Moreover, information about the composition of carotenoids
esters can help the elucidation of the arrangement of these molecules into the cells to
understand mechanisms and physical-chemical interactions.

Techniques using HPLC-DAD-MS/MS systems are necessary for the separation and
identification of esters of xanthophylls (Rodrigues et al., 2016; Schlatterer & Breithaupt,
2005; Breithaupt & Bamedi, 2002), thus the present study aims to identify and quantify both
free and esters of carotenoids in samples of four Spondias: caja, umbu, umbu-caja and

seriguela.

2. Materials and methods

2.1. Materials

Standard of (all-E)-B-carotene was purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Standards of (all-E)-lutein and (all-E)-B-cryptoxanthin were donated by DSM
Nutritional Products (Basel, Switzerland). Standards showed at least 97% of purity for (all-E)-
B-carotene, 92% for (all-E)-B-cryptoxanthin and 90% for (all-E)-lutein, determined by high
performance liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD).

Methanol (MeOH) and methyl tert-butyl ether (MTBE) of HPLC grade were acquired
from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). The other reagents (petroleum ether, ethyl ether and
acetone) were all of analytical grade from Labsynth (Diadema, Brazil). Water was purified by
a Milli-Q system (Billerica, MA, USA). The samples and solvents were filtered through

Millipore membranes of 0.22 and 0.45 ym, respectively.

2.2. Samples

Fruits of umbu, umbu-caja, caja and seriguela were acquired at the public market
located in the city of Jodo Pessoa, Paraiba State, Brazil, in January 2016. All ripe fruits (5 kg
for each type of Spondias) arrived to the laboratory at UNICAMP (Campinas, Sao Paulo
State) within two days after purchase. The seeds were manually removed and pulp with peel
was immediately frozen in liquid nitrogen. The frozen pulp was freeze-dried below 40 pHg at

-60 °C until constant weight (Liobras, Sao Paulo, Brazil). The freeze-dried pulp was ground
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into powder, homogenized, vacuum packaged in polyethylene bags, and stored in the dark at
-37 °C.

Twenty fresh fruits of each genus were used for physical-chemical characterization.
Caja and seriguela showed, respectively, similar physical characteristics: 12.90 £ 2.32 g and
12.99 + 1.24 g of weight, 26.62 + 1.81 mm and 25.90 + 0.88 mm of transverse diameter,
35.37 + 3.21 mm and 33.93 + 1.48 mm of longitudinal diameter. Umbu and umbu-caja
showed, respectively, 22.41 + 3.21 g and 15.85 + 2.16 g of weight, 13.34 £ 2.14 mm and
9.83 £ 1.85 mm of transverse diameter, and 17.17 £ 1.50 mm and 13.00 + 1.84 mm of
longitudinal diameter. The percentage of moisture, pH and soluble solids (° Brix) values were
86.60 + 0.46%, 2.63 + 0.10 and 11.4 + 0.5 in caja; 73.83 £ 0.35%, 3.04 £ 0.04 and 18.4 + 0.
9 in seriguela; 88.07 + 0.80%, 2.75 £ 0.02 and 12.2 + 0.3 in umbu-caja; and 88.53 + 0.24%,
2.72£0.07 and 10.7 £ 0.4 in umbu.

2.3. Carotenoid extraction

Freeze-dried sample (1.00 g of umbu, 0.40 g of umbu-caja, 0.30 g of seriguela and
0.10 g of caja), added of Hyflosupercel was extracted by maceration with 10 ml of acetone,
followed by vacuum filtration through a filter paper (Mariutti et al., 2013), the process was
repeated exhaustively until complete absence of color. The filtered extracts were combined,
partitioned with petroleum ether/ethyl ether (1:2, v/v) and acetone was removed by washing
the ether phase with water. Residual water was removed with anhydrous Na>:SOs4. The
contents were dried in a rotary evaporator and stored in vials under nitrogen atmosphere, in

the dark at -37 °C until analysis. The extraction was carried out in triplicate.

2.4. HPLC-DAD-MS/MS analysis

The dry carotenoid extract of umbu-caja, seriguela, umbu and caja was redissolved,
respectively, in 1.00 mL, 1.00 mL, 0.50 mL and 0.40 mL of MeOH/MTBE (50:50, v/v) for
analysis by HPLC-DAD-MS/MS.

The carotenoids were separated on a Cz YMC column (5 ym, 250 x 4.6mm i.d.)
(Waters, MA, USA), kept at 35 °C in a Shimadzu (Kyoto, Japan) high pressure liquid
chromatography equipment (HPLC) equipped with a quaternary pump (LC-20AD), degasser
(DGU- 20A5) and Rheodyne injection valve (20 uL loop, Rohnert Park, CA, USA). This
equipment was coupled in series to a diode array detector (DAD) (SPDM20A) and a mass
spectrometer with an ion trap analyser with atmospheric pressure chemical ionization (APCI)
source (AmaZon Speed ETD, Bruker Daltonics, Bremen, Germany). The mobile phase
consisted of mixtures of methanol, MTBE and water as solvents A (81:15:4, v/v/v) and B
(16:80.4:3.6, v/v/v). The linear gradient (1.0 mL/min) was 99% to 44% solvent A in 39 min,
39% to 0% solvent A in 6 min, returning to the initial condition (99% solvent A) in 5 min and
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remaining in this condition for 5 min, resulting in a 55 min run (Rodrigues et al., 2016). UV-
Vis spectra were acquired from 200 to 600 nm and processed at 270, 348 and 450 nm. The
conditions for the ionization by APCI positive mode and MS conditions were the same as
those previously described by Rodrigues et al. (2016).

Carotenoid identification was carried out through the combined interpretation of all
data obtained by chromatographic elution order, UV-Visible spectra characteristics
(maximum absorption wavelength (Amax), spectral fine structure (% llI/Il) and peak cis
intensity (% As/Ai)), mass spectra features (protonated molecule ([M+H]*) and MS/MS
fragments) and comparison with literature data (da Costa & Mercadante, 2017; Petry &
Mercadante, 2016; Giuffrida et al., 2015; de Rosso & Mercadante, 2007; Breithaupt et al.,
2002; Hamano & Mercadante, 2001). Quantification was done with the same calibration
curves as described by da Costa & Mercadante (2017). The NAS-IOM (2001) conversion
factor was used to calculate the vitamin A value and the contribution of Z isomers of
provitamin A carotenoids were calculated as other dietary provitamin A carotenoids.

3. Results and discussion

3.1. Identification of free carotenoids and carotenoid esters in Spondias

In all analyzed samples fruits from Spondias genus, 18 free carotenoids and 20
carotenoid esters were identified (Table 1). Although the chromatographic conditions allowed
the separation of higher number of peaks, some peaks with low amounts could not be
identified because of the presence of TAGs that impaired the UV-Vis and mass spectra
interpretation. Considering all the Spondias samples, the percentages, in relation to the total
carotenoid contents, were 39-62% of free xanthophylls, 15-29% of carotenes and 23-41% of
carotenoid esters.

The characteristics of the carotenoids separated in all of the Spondias fruits analyzed
are shown in Table 1 and the HPLC chromatograms on the Cso column are shown in Figure
1. The carotenoids in the saponified extract of caja were already reported by Hamano &
Mercadante (2001); however, identification was carried out based on elution order on C18
column, UV-visible spectra and some chemical reactions. Recently, da Costa & Mercadante
(2017) reported the identification of carotenoids, including esters, in caja, considering all the
information provided by elution order on Csp column, UV-visible and mass spectra

characteristics.



65

Table 1. Chromatographic, UV-Vis and mass spectroscopic characteristics, obtained by HPLC-DAD-MS/MS, of pigments from fruits from Spondias

genus.
Peak® Pigments t® (min) Amax® (NM) s | waam | 000 MSINIS fragrment fons
1 auroxanthin or neochrome 7.1-75 380,401,426 90 nc’ 601.4 583.4 [M+H-18]*, 509.4 [M+H-92]*, 221.0
2 auroxanthin or neochrome 7.67.8 380,400,425 80 nc! 601.4 583.4 [M+H-18]", 509.4 [M+H-92]", 221.0
3 mixture 7.57.8 401,425,442 10 0 601.4 5834 [M+-18]", 509.3 [ 921", 4914 [M+H-18-92T,
4 auroxanthin or neochrome 8.1-8.4 380,401,425 87 0 601.4 583.4 [M+H-18]", 509.4 [M+H-92]", 221.0
5 (all-B)-utein 8.4-9.9 420,445 472 56 0 569.4 O O ooy MrHO2T'
6 (all-E)-zeaxanthin 9.9-11.4 425,450,477 13 0 569.4 551.4 [M+H-18]", 533.4 [M+H-18-18]", 477.4[M+H-92]*
7 5’,6’- or 5',8’-epoxy-B-cryptoxanthin 10.9-12.2 nd¢ nc® 0 569.4 551.3 [M+H-18]*, 533.4 [M+H-18-18]*, 205.1
(132)- or (13'2)-B-cryptoxanthin 13.1-13.4 338,419,444,470 64 21 553.4 535.4 [M+H-18]", 461.3 [M+H-92]"
(2)-5,8-epoxy-B-cryptoxanthin 13.4-13.6 403,425,450 42 0 569.4 551.4 [M+H-18]", 533.4 [M+H-18-18]", 221.1
10 (all-E)-5,8-epoxy-B-cryptoxanthin 13.9-14.3 405,427 451 60 0 569.4 | o014 MBI, 533.4 [MATRTE-18],459.3 [MH-18-921"
11 (all-E)-zeinoxanthin 15.9-16.4 420,445,473 60 0 553.4 535.4 [M+H-18]", 460.3 [M+H-92]*
12 (@ll-E)-B-cryptoxanthin 16.4-18.8 425 451,478 29 0 553.4 535.4 [M+H-18], 461.4M+H-92]"
13 (92)-B-cryptoxanthin 16.5-19.0 405,430,450 nce 0 553.4 535.4 [M+H-18]"
14 phytofluene 1 + not identified 18.7-19.0 330,348,368 70 0 543.5 487.5 [M+H-56]", 461.5 [M+H-82]"
15 phytofluene 2 + not identified 19.1-19.5 330,348,367 100 0 543.5 487.5 [M+H-56]", 461.5 [M+H-82]"
16 (all-E)-luteoxanthin myristate 19.6-20.6 401,427,443 90 0 811.6 793'65[63"2ff[',:ﬂ‘f};_;;gf e[;']\/l+:4;83?|\2/|]+H522§ 1[';"_’;';]'?28?’
17 pheophytin a 21.7-23.9 408,666 nc® nc' 871.6 593.3 [M+H-278]*
18 (all-E)-luteoxanthin palmitate 22.7-24.1 402,427,443 90 nc! 839.7 821.7 [M+H-18]", 747.6 [M+H-92]", 583.4 [M+H-256]*
19 pheophytin a’ 24.0-24.6 408,666 nc® nc' 871.6 593.3 [M+H-278]*
20 (all-E)-lutein-3-O-laurate 23.2-24.9 420,444,473 57 0 nde 551.4 [M+H-200]" — 5335%][1\,":? 1'?200'1 81", 441.3 [M-+H-200-
21 (all-E)-L-carotene 25.1-25.3 380,400,426 nce 0 541.4 471.4 [M+H-69], 337.2 [M+H-204]"
22 (all-E)-a-carotene 25.3-25.7 420,446,474 56 0 537.4 481.3 [M+H-56]", 444.2 [M+H-92]"
23 (all-E)-lutein-3-O-laurate 25.2-27.1 422,445 471 20 0 nde 733.7 [M+H-18]", 533.4 [M+H-200-18]'— 441.3 [M+H-200-

56, 411.3
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24 (all-E)-lutein-3-O-myristate 27.1-27.3 420,445,473 60 0 nde 551.4 [M+H-228]" — 533.4 [M+H-228-18]*
25 (all-E)-B-carotene 26.0-28.7 430,451,478 33 0 537.4 445.4 [M+H-92]"
: ) 761.6 [M+H-18]'— 705.5 [M+H-18-56]", 533.4 [M+H-228]",
26 (all-E)-lutein-3-O-myristate 26.3-26.4 420,446,473 46 0 nd¢ 441.3 [M+H-228-56]", 411.3
27 (all-E)-lutein-3-O-palmitate 28.6-28.7 420,445,472 nce 0 nde 789.6 [M+H-18]"— 533.4 [M+H-256]"
. 551.4 [M+H-264]", 533.4 [M+H-282-18], 477.3 [M+H-282-
28 (all-E)-lutein-3’-O-oleate 28.7-30.4 420,445,473 52 0 nd¢ 18-56]", 441.3 [M+H-282-92]" 411.3
29 (all-E)-B-cryptoxanthin caprate 29.1-32.1 420,452,478 nce 0 707.6 615.6 [M+H-92]", 535.4 [M+H-172]", 443.3 [M+H-172-92]*
30 (all-E)-B-cryptoxanthin laurate 34.1-36.6 428,449,475 nce 0 735.6 643.5 [M+H-92]", 535.4 [M+H-200]", 443.4 [M+H-200-92]*
e ] 817.7 [M+H-18]*— 725.7 [M+H-18-92*, 533.4 [M+H-284]",
31 (all-E)-lutein-3-O-stearate 35.6-37.5 420,446,473 nc® 0 nd? 477.3 [M+H-284-56]", 441 .4 [M+H-284-56-92]", 411.3
32 (all-E)-B-cryptoxanthin myristate 35.7-37.8 420,445,4478 31 0 763.7 671.6 [M+H-92]", 535.4 [M+H-228]", 443.3 [M+H-228-92]*
- ] 705.6 [M+H-172]'— 533 4 [M+H-172-172], 441 3 [M+H-
33 (all-E)-lutein dicaprate 40.3-40.7 426,444,472 nc® 0 nd¢® 172-56-92], 411.3
. . y . - *, « - *, B - -
34 (all-E)-lutein-3-O-myristate-3'-O-laurate 41.8-41.9 420,444,474 40 0 nde 733.6 [M+H-228]", 761 5;'(‘]"(;']':' 200]", 533.4 [M+H-228
35 (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate 41.2-43.1 425 451,477 29 0 7917 699.6 [M+H-02]", 535.4 [M-+H-256]", 443.4 [M+H-92]"
761.7 [M+H-228]' 742.9 [M+H-228-18]", 705.6 [M+H-228-
36 (all-E)-lutein dimyristate 42.7-43.2 426,446,474 60 0 nge 56]*, 669.5 [M+H-228-92], 533.4 [M+H-228-228]", 477.3
[M+H-228-208-56]", 441.3 [M+H-228-228-92]", 411.3
37 (all-B)-zeinoxanthin stearate 44.7-45.5 420, 448, 474-5 44 0 g19.7  |8026[M+H-18]", 727.8 [M+H-92]", 535.4 [M+H-284]", 443.3
[M+H-284-92]
761.7 [M+H-256]*— 743.8 [M+H-256-18]", 533.4 [M+H-256-
208]" 477.4 [M+H-256-228-56]", 441.3 [M+H-256-228-92]",
38 (all-E)-lutein-3-O-myristate-3-O-palmitate 45.6-46.4 420,444,474 nce 0 nge 411.3; 789.7 [M+H-228]'— 771.7 [M+H-228-18]", 533.4
[M+H-228-256], 477.4 [M+H-228-256-56]", 441.3 [M+H-
208-256-92]", 411.3
— 789.7 [M+H-256]'— 533.4 [M+H-256-256]", 477.4 [M+H-
-F- - [¢]
39 (all-E)-lutein dipalmitate 45.6-46.1 420,446,474 40 0 nd P50 25050r . 441 3 (M D0 050 02] 411
780.7 [M+H-284]'— 733,7 [M+H-284-56]", 697.7 [M+H-284-
92]", 533.4 [M+H-284-256]", 477.4 [M+H-284-256-56],
40 (all-E)-lutein-3-O-stearate 3-O-palmitate 46.1-46.7 420,444,472 nce 0 nge  |*41.3 [M+hH-284-256-92], 411.3; 817.7 [M+H-256]" > 799.7

[M+H-256-18]*, 725.7 [M+H-256-92]", 533.4 [M+H-256-
284]", 477.4 [M+H-256-284-56]", 441.3 [M+H-256-284-92]",

411.3

aNumbered according to the chromatograms shown in Figures 1A, 1B, 1C e 1D for, respectively, caja (Spondias mombin L.); umbu (Spondias tuberosa); umbu-caja (Spondias spp.) and seriguela (Spondias
purpurea L.). "Retention time on C30 column (see Material and Methods for chromatographic conditions). °Linear gradient containing mixture of MeOH, MTBE, and H,O. “UV/vis spectrum was not clearly
detected because of coelution or low concentration. ¢ % IlI/ll was not calculated because of poor definition of the UV/vis spectrum or because it was not detected. % Ag/All was not calculated because of poor
definition of the UV/vis spectrum or because it was not detected. 9[M + H]* or MS/MS fragments were not detected. Underlined fragments are the most abundant in the MS/MS spectrum. Bold face indicates
MS in-source fragment ions.
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Figure 1. Chromatograms (processed at 450 nm and 350 nm), obtained by HPLC-DAD-
MS/MS, of carotenoids from caja (Spondias mombin L.). See text for chromatographic
conditions. Peak identification and characterization are given in Table 1.
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Figure 2. Chromatograms (processed at 450 nm and 350 nm), obtained by HPLC-DAD-
MS/MS, of carotenoids from umbu (Spondias tuberosa). See text for chromatographic
conditions. Peak identification and characterization are given in Table 1.
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Figure 3. Chromatogram (processed at 450 nm), obtained by HPLC-DAD-MS/MS, of
carotenoids from umbu-caja (Spondias spp.). See text for chromatographic conditions. Peak
identification and characterization are given in Table 1.
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Figure 4. Chromatogram (processed at 450 nm), obtained by HPLC-DAD-MS/MS, of
carotenoids from seriguela (Spondias purpurea L.) See text for chromatographic conditions.
Peak identification and characterization are given in Table 1.
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As can be seen in Figure 1, 2, 3 e 4 (all-E)-lutein (peak 5), (all-E)-zeaxanthin (peak
6), (all-E)-B-crytoxanthin (peak 12), (all-E)-B-carotene (peak 25) and the following
carotenoids esters: (all-E)-B-cryptoxanthin laurate (peak 30), (all-E)-B-cryptoxanthin
myristate (peak 32), (all-E)-lutein dicaprate (peak 33) and (all-E)-lutein-3-O-myristate-3’-O-
palmitate (peak 38) were identified in all the analyzed species of Spondias in present study.

(all-E)-lutein (peak 5), (all-E)-zeinoxanthin (peak 11), (all-E)-B-cryptoxanthin (peak
12), (all-E)-a-carotene (peak 22), (all-E)-B-carotene (peak 25) were previously found in caja
by Hamano & Mercadante (2001) and da Costa & Mercadante (2017), while (all-E)-
zeaxanthin (peak 6), (all-E)-lutein-3’-O-myristate (peak 24), (all-E)-B-cryptoxanthin myristate
(peak 32), (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate (peak 35), (all-E)-lutein dimyristate (peak 36) and
(all-E)-zeinoxanthin stearate (peak 37) were only detected by da Costa & Mercadante
(2017). All these carotenoids were also detected in caja fruit in the present study.

The carotene (all-E)-C-carotene (peak 21), (all-E)-B-cryptoxanthin caprate (peak 29)
and two chlorophyll-derivatives, pheophytin a (peak 17) and pheophytin a’ (peak 19), were
only identified in umbu. (all-E)-Luteoxanthin palmitate (peak 18), (all-E)-lutein-3-O-palmitate
(peak 27) and (all-E)-lutein-3’-O-oleate (peak 28) were only identified in umbu-caja
(Spondias spp.). Auroxanthin or neochrome (peaks 1 and 2), (all-E)-luteoxanthin myristate
(peak 16), (all-E)-lutein-3-O-laurate (peak 23) and (all-E)-lutein dipalmitate (peak 39) were
only identified in seriguela.

Thus, only identification of peaks not reported in those papers is discussed below.
The elution order of (2)- and (all-E)-carotenoids on the Cso column is well-known (Mariutti et
al., 2013; de Rosso & Mercadante, 2007) and the elution order of esters on the C30 column
was recently reported (Mercadante et al., 2017; Petry & Mercadante, 2016; da Costa &
Mercadante, 2017; Rodrigues et al., 2016) and confirmed by our results.

Peaks 1, 2 and 4 were tentatively identified as auroxanthin or neochrome, all with
protonated molecule ([M+H]*) at m/z 601.4, losses of water (583.4 u) and toluene (509.4 u).
The presence of a fragment at m/z221.0 confirmed the loss of an epoxy or furanoid group at
3-hydroxy-B-ring end-group (Mercadante et al., 2017; de Rosso & Mercadante, 2007). The
assignment of the E-Z isomer was not possible considering that all these peaks presented
similar fine structure (% Ill/1l values) and the presence of the cis peak could not be measured
in peaks 1 and 2. Peaks 1 and 2 were found only in seriguela, while peak 4 was identified in
seriguela and umbu.

Although the UV-Vis spectrum of peak 7 was not clear, it was tentatively identified as
5,6’ or 5',8-epoxy-B-cryptoxanthin considering its elution order and MS characteristics. The
[M+H]* was detected at m/z 569.4, and MS/MS fragments at m/z 551.3 and 533.4 indicated
the loss of one and two water molecules, respectively. The location of an epoxy/furanoid
group in a non-hydroxylated B-ring was confirmed by the detection of the MS/MS fragment at
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m/z 205 (de Faria et al., 2009). Peaks 9 and 10 were, respectively, identified as (2)-5,8-
epoxy-B-cryptoxanthin and (all-E)-5,8-epoxy-B-cryptoxanthin, considering their UV-Vis and
elution order, as previously described by de Faria et al. (2009). Although the [M+H]* and
losses of one and two waters molecules were detected at the same m/z values for all those
three peaks (7, 9 and 10), the location of the epoxy/furanoid group can be assigned at a 3-
hydroxy-B-ring end-group when a MS/MS fragment at m/z 221.1 is detected or at a non-
hydroxylated B-ring in case a fragment at m/z 205 is found (de Faria et al., 2009). Peak 7
was identified only in caja and umbu-caja while peaks 9 and 10 were detected in umbu and
umbu-caja.

Considering the MS characteristics of peaks 8, 12 and 13, [M+H]* at m/z 553.4,
MS/MS fragments at m/z 535.4 ([M+H-18]*) and at m/z 461.3 ([M+H-92]*), they were
identified as B-cryptoxanthin isomers. Peaks 8 and 13 were tentatively identified as (132)- or
(13’'2)-B-cryptoxanthin and (92)-B-cryptoxanthin, respectively, considering their elution order,
% /Il and Ag/ll values compared to the literature (de Rosso & Mercadante, 2007; de Faria
et al., 2009). The Zisomers (peaks 8 and 13) may be formed by the acids naturally found in
fruits. (all-E)-B-Cryptoxanthin was one of the main carotenoids in all genus Spondias, while
its Zisomers were detected in caja, umbu and umbu-caja.

Peaks 16 and 18 were identified as esters of (all-E)-luteoxanthin acylated,
respectively, with myristic and palmitic acids. The features of UV-Vis were identical to data
reported for (all-E)-luteoxanthin in the literature (Rodrigues et al., 2013). The identification of
(all-E)-luteoxanthin myristate (peak 16) was further based on the [M+H]* at m/z 811.6 and
MS/MS fragments indicating loss of myristic acid combined with one ([M+H-18-228]*) or two
water molecules ([M+H-18-18-228]*), as can be verified in Table 1. Similarly, peak 18 was
identified as (all-E)-luteoxanthin palmitate considering the [M+H]* at m/z 839.7 and MS/MS
fragments indicating loss of palmitic acid (molecular mass of 256.4 u) combined with one
water molecule ([M+H-18-256]*). These data are in accordance with those previously
reported by Petry & Mercadante (2016). (all-E)-luteoxanthin myristate was identified in
seriguela while (all-E)-luteoxanthin palmitate was only detected in umbu-caja.

Peak 21 was identified as (all-E)-{-carotene considering its UV-Vis with Anax at 380,
400, 426 nm, [M+H]* at m/z541.4, and MS/MS fragments at m/z471.4 ((M+H-69]*) indicating
a cleavage between C-3 and C-4 and at m/z 337.2, as previously reported (de Rosso &
Mercadante, 2007). This carotene was only identified in umbu.

Besides free lutein, 7 monoesters and 6 diesters of lutein were identified in different
genus of Spondias. (all-E)-Lutein-3’-O-laurate (peak 20), (all-E)-lutein-3-O-laurate (peak 23),
(all-E)-lutein-3’-O-myristate (peak 24), (all-E)-lutein-3-O-myristate (peak 26), (all-E)-lutein-3-
O-palmitate (peak 27), (all-E)-lutein-3’-O-oleate (peak 28) and (all-E)-lutein-3-O-stearate
(peak 31) were the lutein monoesters identified and (all-E)-lutein dicaprate (peak 33), (all-E)-
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lutein-3-O-myristate-3'-O-laurate (peak 34), (all-E)-lutein dimyristate (peak 36), (all-E)-lutein-
3-O-myristate-3’-O-palmitate (peak 38), (all-E)-lutein dipalmitate (peak 39) and (all-E)-lutein -
3-O-stearate 3’-O-palmitate (peak 40) were the diesters. They all showed UV-Vis features
similar to those of (all-E)-lutein.

As expected, (all-E)-lutein-3’-O-laurate (peak 20) and (all-E)-lutein-3-O-laurate (peak
23) did not show the [M+H]*; however, they were identified based on the MS/MS fragments
representing loss of the fatty acid alone (m/z 551.4) or combined with water elimination (m/z
533.3) and even combined with loss of the €-ring (m/z 441.3). Differentiation between these
two regioisomers were carried out according to Rodrigues et al. (2016); when the substituent
is attached to the e-ring, the fragment ion generated in source is more stable and presents a
more intense m/z signal in the MS spectrum than that generated when the substituent is
attached to the B-ring. In other words, peak 23 presented an intense in source fragment at
m/z 733.7 corresponding to loss of water from the e-ring, thus the fatty acid should be located
at the B-ring. Following the same rationale, peak 24 was identified as (all-E)-lutein-3’-O-
myristate, peak 26 as (all-E)-lutein-3-O-myristate, peak 27 as (all-E)-lutein-3-O-palmitate,
peak 28 as (all-E)-lutein-3’-O-oleate and peak 31 as (all-E)-lutein-3-O-stearate. These
characteristics were previously described (Petry & Mercadante, 2016; Rodrigues et al., 2016;
Mercadante et al., 2017).

Peaks 33, 36 and 39 were identified as homodiesters of lutein, respectively (all-E)-
lutein dicaprate, (all-E)-lutein dimyristate and (all-E)-lutein dipalmitate. Their identification
was mainly based on the MS/MS fragment showing double loss of the fatty acid. For
example, in-source fragment at m/z 705.6 ([M+H-10:0]*) and MS/MS fragment at m/z 533.4
corresponding to ([M+H-10:0-10:0]* were observed for peak 33. These fragments were
reported by Petry & Mercadante (2016). Applying the same logic described above,
heterodiesters of lutein were also identified in Spondias. Peaks 34, 38 and 40 were,
respectively, identified as (all-E)-lutein-3-O-myristate-3’-O-laurate, (all-E)-lutein-3-O-
myristate-3’-O-palmitate and (all-E)-lutein-3-O-stearate 3’-O-palmitate.

The (all-E)-Lutein-3’-O-laurate was identified in umbu and seriguela, while (all-E)-
lutein-3-O-laurate and (all-E)-lutein dipalmitate were detected only in seriguela. On the other
hand, (all-E)-lutein-3’-O-myristate and (all-E)-lutein-3-O-stearate were detected only in caja
and umbu-caja, (all-E)-lutein-3-O-myristate and (all-E)-lutein dimyristate were identified in the
later two and also in umbu. The (all-E)-Lutein-3-O-palmitate and (all-E)-lutein-3’-O-oleate
were only detected in umbu-caja (all-E)-Lutein-3-O-myristate-3’-O-laurate was found in caja
and seriguela and (all-E)-lutein-3-O-stearate 3’-O-palmitate in umbu-caja and seriguela (all-
E)-Lutein dicaprate and (all-E)-lutein-3-O-myristate-3’-O-palmitate were observed in all
analyzed genus of Spondias.
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Peaks 29, 30, 32 and 35 were identified as esters of (all-E)-B-cryptoxanthin based on
their UV-Vis similar to that of the free xanthophyll. Table 1 shows the [M+H]* detected for all
these peaks along with the MS/MS fragment due to the loss of the fatty acid moiety. These
characteristics allowed the identification of peak 29 as (all-E)-B-cryptoxanthin caprate, peak
30 as (all-E)-B-cryptoxanthin laurate, peak 32 as (all-E)-B-cryptoxanthin myristate and peak
35 as (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate.

Although (all-E)-B-cryptoxanthin, (all-E)-B-cryptoxanthin laurate and (all-E)-B-
cryptoxanthin myristate were detected in all analyzed genus of Spondias, (all-E)-B-
cryptoxanthin caprate was observed only in umbu and (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate in
umbu and umbu-caja.

Peak 37, identified as (all-E)-zeinoxanthin stearate and previously found in caja (da
Costa & Mercadante, 2017), was also identified in umbu e umbu-caja.

The literature shows different fatty acids in various parts of the fruits from the genus
Spondias. In skin and pulp of caja butyric acid, hexanoic acid, octanoic acid and palmitic acid
were identified (Adedeji et al., 1991). Palmitic acid, stearic acid, oleic acid, linoleic acid and
arachidic acid were identified in seeds of umbu (Borges et al., 2007). Hexanoic acid, octanoic
acid and decanoic acid were identified as volatile compounds in caja (Allegrone & Barbeni,
1992). Although most of the data on fatty acid composition is related to different parts of the
fruits, considering that the fatty acids found acylated to carotenoids in Spondias were
myristic, palmitic, lauric, capric, oleic and stearic, apparently there is no correlation between
free fatty acids or acylation pattern of triacylglicerols and carotenoids. This behavior was also
observed for other fruits, such as murici (Rodrigues et al., 2016), paprika (Breithaupt &
Schwack, 2000) and strawberry tree (Delgado-Pelayo et al., 2015).

3.2. Identification of chlorophyll derivatives

Only samples of umbu (Spondias tuberosa) showed elution of chlorophyll derivatives.
Peaks 17 and 19 were identified as pheophytin a and pheophytin a’, respectively,
considering their Amax at 408 and 666 nm, along with the [M+H]* at m/z 871.6 and MS/MS
fragment at m/z 593.3 indicating phytyl (C2oHsg) elimination. Phytyl elimination was also
reported in MS/MS analyzes of chlorophyll a in spinach (van Breemen et al., 1991). The fact
that chlorophyll derivatives were found in samples of umbu justifies the yellow-green color of

the fruits even when ripe.

3.3. Quantitative composition of carotenoids

Among the Spondias samples analyzed, seriguela (Spondias purpurea L.) is the one
that presented the greatest difficulty in the identification of carotenoids, the fact may be
associated with the complexity and the genetic differentiation that the seriguela presents
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when compared to the caja, umbu and umbu-caja (Santos & Oliveira, 2008; de Souza
Almeida et al., 2007).

Table 2 shows the quantification of 24 peaks in umbu-caja (Spondias spp.), 21 in caja
(Spondias mombin L.), 20 in umbu (Spondias tuberosa) and 19 in seriguela (Spondias
purpurea L.). Despite the high number of quantified carotenoids, the major carotenoids in all
Spondias evaluated were (all-E)-lutein, (all-E)-B-cryptoxanthin, (all-E)-B-carotene, (all-E)-B-
cryptoxanthin laurate and (all-E)-B-cryptoxanthin myristate, with their sum representing 51 %,
67 %, 54 % and 52 % of the total carotenoids in caja, umbu, umbu-caja and seriguela,
respectively. Besides those carotenoids, (all-E)-zeinoxanthin contributed with 11% in caja
(Spondias mombin L.) and (all-E)-a-carotene with 10 % in umbu-caja (Spondias spp.).

Similar result was reported for pulp of caja (Spondias mombin L.), harvested in
Panama, with (all-E)-lutein, (all-E)-B-crytoxanthin, (all-E)-B-carotene, (all-E)-B-cryptoxanthin
myristate and (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate as the major carotenoids (Giuffrida et al.,
2015). High amounts of (all-E)-zeinoxanthin, a not so commonly found carotenoid, was
previously reported in caja as 15-17% of the total carotenoid content (Hamano &
Mercadante, 2001; da Costa & Mercadante, 2017).

Among the major carotenoids presented in Table 2, we highlight (all-E)-lutein with
14.89 + 0.93 (ug.g'dw) and 13.92 + 0.73 (ug.g'dw) in umbu-caja and seriguela, (all-E)-B-
cryptoxanthin with 42.70 + 2.32 (ug.g'dw) and 19.12 + 0.67 (ug.g'dw) in caja and umbu-
caja, (all-E)-B-carotene with 22.98 + 0.85 (ug.g'dw) and 13.83 * 0.60 (ug.g'dw) in umbu-
caja and caja, (all-E)-B-cryptoxanthin myristate with14.73 + 0.79 (ug.g'dw) in umbu-caja and
(all-E)-zeinoxanthin stearate with 10.63 + 0.58 (ug.g™'dw) in caja.

Murillo et al. (2010), reported the amounts of carotenoids in fresh weight, 8.6 + 0.7
ug.g” of (all-E)-lutein and 1.2 £ 0.2 pg.g™ (all-E)-zeaxanthin in caja, 6.3 + 0.5 pg.g™ (all-E)-
lutein and 0.8 + 0.1 pg.g™" (all-E)-zeaxanthin in seriguela, values higher than those obtained
in this study, also in fresh weight, 1.6 + 0.1 ug.g™ (all-E)-lutein and 0.3 + 0.0 pg.g™" (all-E)-
zeaxanthin values in caja and 3.6 + 0.2 pg.g” (all-E)-lutein and 0.7 * 0.02 pg.g™ (all-E)-
zeaxanthin in seriguela.

The highest total carotenoid content was found in caja (Spondias mombin L.) (192.39
+ 8.20 ug.g'dw), followed by 125.75 + 4.21 (ug.g'dw) in umbu-caja (Spondias spp.), 74.58 +
1.73 (ug.g'dw) in seriguela (Spondias purpurea L.) and 28.07 + 2.04 (ug.g'dw) in umbu
(Spondias tuberosa) (Table 2). The levels of provitamin A value followed the same order

given above.



Table 2. Pigment composition and vitamin A value of pulp from different fruits of Spondias genus.
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Concentration (ug.g™' dw*)

a .
Peak Carotenoid caja (Spondias mombin L.) | umbu (Spondias tuberosa) | umbu-caja (Spondias spp.) | seriguela (Spondias purpureaL.)

1 auroxanthin or neochrome <LOD <LOD <LOD 1.34 £0.00
2 auroxanthin or neochrome <LOD <LOD <LOD 1.22£0.10
3 mixture <LOD <LOD <LOD 1.35+0.01
4 auroxanthin or neochrome <LOD 0.61 +0.01 <LOD 1.71 £0.03
5 (all-E)-lutein 11.65 £ 0.56 7.22+£0.72 14.89 £ 0.93 13.92 £0.73
6 (all-E)-zeaxanthin 2.09 £0.06 1.43+0.13 1.85+0.02 2.76 £ 0.08
7 5’,6’- ou 5,8’-epoxy-B-cryptoxanthin 4.18+0.19 <LOD 1.93£0.03 <LOD

8 (132)- or (13’ 2)-B-cryptoxanthin 3.98 £0.01 0.54 £0.01 3.00+£0.10 <LOD

9 (2)-5,8-epoxy-B-cryptoxanthin <LOD 0.77 £0.06 2.96 +0.10 <LOD

10 5,8-epoxy-B-cryptoxanthin <LOD 1.16 £0.09 2.09+0.11 <LOD

11 (all-E)-zeinoxanthin 21.51 £0.82 <LOD <LOD 1.59 £ 0.03
12 (all-E)-B-crytoxanthin 42.70 +2.32 5.39 £ 0.66 19.12 £ 0.67 9.26 £ 0.53
13 (92)-B-cryptoxanthin 2.62 £0.02 0.48 £0.03 3.41 +£0.03 <LOD

14 phytofluene 1 + not identified 5.13+£0.06 <LOD <LOD <LOD

15 phytofluene 2 + not identified 2.98 +0.06 <LOD <LOD <LOD

16 (all-E)-luteoxanthin myristate <LOD <LOD <LOD 3.41 +£0.11
17 pheophytin a <LOD <LOD <LOD <LOD

18 (all-E)-luteoxanthin palmitate <LOD <LOD 2.44 +0.05 <LOD

19 pheophytin a’ <LOD <LOD <LOD <LOD
20 (all-E)-lutein-3’-O-laurate <LOD 0.34 £0.02 <LOD 2.04 £0.04
21 (all-E)-C-carotene <LOD 0.42 £ 0.01 <LOD <LOD
22 (all-E)-a-carotene 13.19 £ 0.53 <LOD 13.00 £ 0.71 <LOD

23 (all-E)-lutein-3-O-laurate <LOD <LOD <LOD 557 +0.17
24 (all-E)-lutein-3’-O-myristate 7.00 £0.36 <LOD 3.32+0.14 <LOD

25 (all-E)-B-carotene 13.83 £ 0.60 3.74 £0.18 22.98 +0.85 10.78 £ 0.34
26 (all-E)-lutein-3-O-myristate 5.26 £0.19 0.73 £0.03 1.92 +0.04 <LOD

27 (all-E)-lutein-3-O-palmitate <LOD <LOD 3.01 £0.20 <LOD
28 (all-E)-lutein-3'-O-oleate <LOD <LOD 2.61+0.19 <LOD
29 (all-E)-B-cryptoxanthin caprate <LOD 0.51 £0.03 <LOD <LOD
30 (all-E)-B-cryptoxanthin laurate 5.56 +0.24 0.51 £0.04 2.12+0.06 2.01 £0.03
31 (all-E)-lutein-3-O-stearate 4.67 £0.22 <LOD 1.74 £0.02 <LOD

32 (all-E)-B-cryptoxanthin myristate 14.73 £0.79 1.29 £0.08 3.84 £ 0.05 3.04 £0.01
33 (all-E)-lutein dicaprate 3.25+0.21 0.63 £0.05 2.93+0.13 1.94 £0.09
34 (all-E)-lutein-3-O-myristate-3’-O-laurate 9.27 +0.53 <LOD <LOD 2.75+0.21
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35 (all-E)-B-cryptoxanthin palmitate <LOD 0.99 £ 0.07 6.20 £0.25 <LOD
36 (all-E)-lutein dimyristate 5.10 £0.35 0.36 £ 0.01 1.76 £ 0.04 <LOD
37 (all-E)-zeinoxanthin stearate 10.63 £ 0.58 0.63 £0.02 4.37 £0.07 <LOD
38 (all-E)-lutein-3-O-myristate-3’-O-palmitate 3.08 £0.21 0.31 £0.01 2.38+0.16 5.24 +0.44
39 (all-E)-lutein dipalmitate <LOD <LOD <LOD 3.31+£0.24
40 (all-E)-lutein -3-O-stearate 3’-O-palmitate <LOD <LOD 1.88 £ 0.05 1.34 £0.03
Total 192.39 +8.20 28.07 +2.04 125.75 + 4.21 74.58 +1.73
Prm‘g’:&%g ;')”e 997.6 + 46.4 1433+9.2 805.4 + 27.4 298.9 + 8.4

Values are average and standard deviation of triplicates. The limit of detection (LOD) was 0.1 mg/mL and limit of quantification (LOQ) was 0.2 mg/mL for (all-E)-lutein, 0.3 mg/mL for (all-E)-B-cryptoxanthin and
(all-E)-B-carotene according by da Costa & Mercadante (2017). *dw - freeze-dried pulp. 2Numbered according to the chromatograms shown in Figures 1A, 1B, 1C e 1D for, respectively, caja (Spondias mombin
L.); umbu (Spondias tuberosa); umbu-caja (Spondias spp.) and seriguela (Spondias purpurea L.).
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Only results for carotenoid contents from caja (Spondias mombin L.) were found in the
literature. Total carotenoid 25.78 + 1.1 ug.g™ fw in caja fruit found in the present study was
similar to 22.86 + 3.76 pg/g fw in frozen pulp of caja (Hamano & Mercadante, 2001) and to
23.9 + 1.2 pg/g fw in frozen pulp of caja (da Costa & Mercadante, 2017). On the other hand,
the contents were lower than those from caja fruits harvested in Panama, 45.8 + 3.1 ug.g™'fw
(Giuffrida et al., 2015) and in Aracaju state of Brazil, 48.69 + 1.57 ug.g™'fw (Tiburski et al.,
2011).

The percentage of esters in relation to the total carotenoids was 36 % in caja, 22 % in
umbu, 29 % in umbu-caja and 37 % in seriguela. This fact demonstrates that esters of
carotenoids play an important role in the carotenoid composition of fruits despite that the
percentage in Spondias is lower that in other fruits. For example, in murici 66 % of the total
carotenoids corresponded to carotenoids esters (Rodrigues et al., 2016), in red bell peppers
96 % of all existing carotenoids are carotenoids esters (Gregory et al., 1987) and in fruit
espinheiro-maritimo (Hippophae rhamnoides L., ssp. Carpatica) cv. Victoria, 65% of the total
content of carotenoids corresponded to carotenoid esters (Pop et al., 2014).
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RESUMO

O objetivo do trabalho foi identificar e quantificar os compostos fenélicos em
frutos do género Spondias. Os extratos hidrofilicos obtidos com metanol/agua dos
frutos liofilizados de caja (Spondias mombin L.), seriguela (Spondias purpurea L.),
umbu-caja (Spondias spp.) € umbu (Spondias tuberosa) foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada aos detectores de arranjo de diodos
e de espectrometria de massas (HPLC-DAD-MS/MS) e quantificados por DAD com
curva de calibracdo analitica. De uma forma geral, as espécies de Spondias
estudadas apresentaram perfis cromatograficos semelhantes, com excecao da
seriguela. Em coluna C18, foram separados 26 compostos, 19 compostos fendlicos
foram identificados nos quatro frutos estudados do género Spondias. As maiores
quantidades de compostos fendlicos totais foram encontrados em cajéa e seriguela,
405,51 + 10,26 pg.g™' base seca (b.s.) e 202,64 *+ 3,79 ug.g' b.s., respectivamente. A
rutina foi o composto fendlico majoritario em caja, umbu-caja e umbu, enquanto o
galoil-HHDP-hexosideo foi o majoritario em seriguela. O maior numero de acidos
fendlicos foi identificado em caja, ja o maior numero de flavondis derivados de
quercetina foi identificado em seriguela. Os frutos de caja, umbu, umbu-caja e
seriguela apresentaram os seguintes teores de rutina, respectivamente, 193,33 +
7,40 ug.g'b.s., 137,24 £+ 5,67 ug.g'b.s., 90,46 + 0,53 pg.g' b.s. € 30,74 + 1,77 pug.g°
"' b.s.. Em seriguela foram tentativamente identificados dois compostos como galoil-
HHDP-hexosideo, apresentando 78,93 + 3,18 ug.g' b.s. e 43,37 + 1,81 ug.g' b.s..
De forma geral, foram encontrados onze &cidos fendlicos e seus derivados em caja,
dois em umbu, quatro em umbu-cajd e cinco em seriguela. Ja os flavondis

identificados foram um em caja, um em umbu, um em umbu-caja e dois em seriguela.

Palavras-chave: frutos tropicais, LC-MS/MS, flavonoides, acidos fendlicos,
Anacardeaceae
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INTRODUCAO

Os frutos do género Spondias podem ser encontrados em algumas regidées no
mundo. Algumas espécies de Spondias sdo descritas na literatura como sendo
nativas dos continentes Asiatico e Africano, e existem também algumas espécies que
séo originarias da regiao Neotropical do mundo que compreende a América do Norte
e América do Sul (Ayoka et al., 2006; Mitchell & Daly, 2015; Ishak et al., 2005; Miller
& Schaal, 2005). Em especial, o Brasil apresenta espécies nativas de Spondias,
como também, espécies que foram domesticadas as condi¢ées edafo-climaticas
existentes nas regides Norte e Nordeste. A maioria das espécies é comercializada na
forma in natura e pequena parte € destinada ao processamento agroindustrial. Os
frutos possuem caracteristicas sensoriais apreciaveis, o que desperta nas industrias
o interesse para a produgdo de sucos, polpas, sorvetes, geleias, picolés, vinhos,
doces entre outros (Adedeji et al., 1991; Ceva-Antunes et al., 2006; Dias et al., 2003;
Duarte et al., 2010; Folegatti et al., 2003; Franco & Shibamoto, 2000).

Os frutos do género Spondias sdo sazonais e podem ser encontrados em
mercados publicos nas regides Norte e Nordeste do Brasil entre os meses de janeiro
a maio. Porém, esses frutos sdo resultantes de plantios desordenados e néao
comerciais, as arvores sao frondosas e altas gerando sombra, o que as torna
agradaveis e desejaveis pela populacdo, sao plantas produtivas, sendo importante
fonte econdmica para a renda de inumeras familias dessas regides (Lins Neto et al.,
2012; Melo & Andrade, 2010; Cavalcanti et al., 1996).

A Spondias mombin L. (cajd) € a mais popular entre os frutos do género
Spondias, e disponivel na forma de polpa congelada em todo o Brasil durante todo o
ano. Por outro lado, a Spondias tuberosa (umbu), Spondias purpurea L. (seriguela) e
Spondias spp. (umbu-cajd) sdo pouco destinadas a produgédo de polpa, e a maior
expressao se da no consumo na forma in natura. O umbu destaca-se na regiao do
semiarido da Bahia com elevada producdo e consumo (Cavalcanti et al., 1999), o
umbu-caja € sua maioria encontrado nos estados de Pernambuco e Bahia de onde
segue para abastecer todos os mercados (Lira Junior et al., 2008; Gondim et al.,
2013), ja a seriguela é predominante cultivado na regido Sul do estado do Ceara (da
Silva Freire et al., 2011).

Algumas espécies dentro do género despertaram o interesse da comunidade
cientifica. O destaque para o uso dessas espécies em estudos diz respeito aos
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compostos bioativos existentes em suas composi¢oes, sendo que algumas espécies
apresentam substancias com potencial farmacolégico (Silva et al., 2014). O extrato
metandlico das folhas da cajazeira (Spondias mombin) apresenta taninos, saponinas
e antraquinonas, substancias as quais sao atribuidas atividade antibacteriana contra
Pseudomonas aeruginosa e Shigella dysenteriae. Ja os extratos metandlicos da
casca do caule inibiram o crescimento das bactérias Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae (Abo et al., 1999). A presenca de acido elagico, quercetina e rutina em
extratos de folhas de umbuzeiro obtidos com de metanol/agua (80:20) apresentou
atividade antiviral quando usada contra o virus da dengue tipo 2 (Silva et al., 2011).
As folhas da umbu-cajazeira sdo empregadas no tratamento de processos
inflamatérios e infecciosos, onde extratos metandlico e aquoso apresentaram
atividade antimicrobiana e letalidade frente a Artemia salina (da Silva et al., 2012).

A literatura mostra que o consumo de uma dieta rica em frutas e vegetais esta
associado a reducao dos riscos no aparecimento de doengas causadas pelo estresse
oxidativo como o céncer, as doencas cardiovasculares e doencas degenerativas
(Pham-Huy et al., 2008; Liu, 2003; Ness & Powles, 1997; Halliwell, 1994). Isso se
deve principalmente as substéncias antioxidantes existentes nas frutas e vegetais
(Seeram et al., 2006).

Atualmente mais de 8000 compostos fendlicos ja sao conhecidos e o
conhecimento das estruturas desses compostos pode ser realizado através do uso
de HPLC-DAD-MS/MS (Chisté & Mercadante, 2012; Fischer et al., 2011). No
entanto, devido a complexidade das matrizes e ao grande numero de compostos
existentes, a identificacdo e quantificagdo por este sistema ndo é tdo simples
(Mariutti et al., 2014; Sentandreu et al., 2015), deixando ainda um grande nimero de
compostos fendlicos sem identificacdo em alimentos.

Os trabalhos publicados envolvendo essas espécies de Spondias estdo
relacionados com a capacidade antioxidante atribuida a substancias como
carotenoides e compostos fendlicos presentes nas frutas do género (de Sousa Araujo
et al., 2012; Engels et al., 2012; Neiens et al., 2017; Ribeiro et al., 2017; Oladimeji et
al., 2016). Os carotenoides livres e ésteres de carotenoides existentes em caja ja
foram identificados e relatados (da Costa & Mercadante, 2017; Giuffrida et al., 2015).
Por outro lado, a identificacdo dos compostos fendlicos em frutos de Spondias tem
sido pouco relatada na literatura. A maioria dos trabalhos publicados apresenta a
capacidade antioxidante e total de compostos fendlicos (Dultra et al., 2017; Moreira
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et al., 2012; Silva et al., 2012; de Sousa Araujo et al., 2012; Tiburski et al., 2011). No
caso da casca de seriguela, foram identificados acidos fendlicos e flavonoides, acido
3-cafeoilquinico, quercetina 3-O-pentosilhexosideo, quercetina 3-O-
pentosilglicopiranose e ramentin hexosilpentosideo (Engels et al., 2012). Outros
compostos fendlicos, como os &cidos: clorogénico, p-cumarico e ferulico foram
identificados em polpa de umbu, porém, a identidade foi confirmada somente pela
comparacao dos espectros e tempo de retencdo com padrdes (de Barros Gomes et
al., 2013).

Conhecer a composicao de compostos fenolicos em espécies de Spondias
disponibilizara ndo s6 conhecimento cientifico sobre essas espécies, mas também
chamarao a atencao para a riqgueza da biodiversidade existente na regiao tropical do
Brasil. Assim esse trabalho tem como objetivo identificar e quantificar compostos
fendlicos em caja, umbu, umbu-caja e seriguela, através do uso do sistema HPLC-
DAD-MS".

MATERIAL E METODOS

PADROES E REAGENTES

Os padroes de acido cafeico, acido galico, acido quinico, acido elagico, acido
hidroxibenzoico, acido 4-cumarico, acido ferulico, catequina, epicatequina, miricetina,
kaempeferol e quercetina foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA).
Os padrdes apresentaram cerca de 93% de pureza, determinada por HPLC-DAD. O
metanol e a acetonitrila de grau HPLC foram adquiridos da J. T. Baker (Phillipsburg,
NJ, EUA). A agua ultrapura foi obtida por meio do sistema Milli-Q (Billerica, MA,
EUA). O reagente de Folin-Ciocalteu foi adquirido da Dindmica (Sao Paulo, Brasil).
As amostras e os solventes foram filtradas em membrana Millipore de 0,22 um e 0,45

UM, respectivamente.

AMOSTRAS DE FRUTOS

O umbu (Spondias tuberosa), umbu-caja (Spondias spp.), caja (Spondias
mombin L.) e seriguela (Spondias purpurea L.) foram adquiridos em mercado publico
localizado na cidade de Jodo Pessoa, Estado da Paraiba, Brasil em janeiro de 2016.
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Estas amostras sdo as mesmas descritas no capitulo Ill. Foram adquiridos 5 kg de
frutos maduros de cada Spondias, os frutos foram transportados para o Laboratorio
de Quimica de Alimentos da UNICAMP em caixas térmicas. As sementes dos frutos
foram removidas imediatamente apdés a chegada no laboratério e a polpa foi
congelada em nitrogénio liquido e armazenada em freezer a -80 ° C. A polpa foi
liofilizada a -60° C abaixo de 40 yHg (Liobras, Sdo Paulo, Brasil) até peso constante.

A polpa liofilizada foi triturada, homogeneizada e embalada em sacos de
polietileno a vacuo e estocada no escuro em freezer a -80° C. A caracterizagao

fisico-quimica das frutas estéd apresentada no capitulo III.

PREPARACAO DOS EXTRATOS

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada em tubo de teflon utilizando
0,15 g de amostra liofilizada (caja, seriguela, umbu e umbu-cajad) em 15 mL de
solucdo metanol/agua (8:2, v/v), através da agitacdo em vortex (Phoenix Luferco,
AP56, Sao Paulo, Brasil) por 5 min a temperatura ambiente (22 + 3 °C). Em seguida,
foi realizada a centrifugacdo (Beckman Coulter, Allegra 64R, Palo Alto, CA, EUA) a
22000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e uma nova aliquota de
solvente foi adicionada ao tubo, o processo foi repetido por 5 vezes até extragéao
exaustiva. A confirmacdo da exaustdo da exiracdo foi realizada qualitativamente
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu. (Singleton & Rossi, 1965). Ao final, os
sobrenadantes das extragdes foram combinados, formando um uUnico extrato, o qual
foi aferido em baldo volumétrico com o mesmo solvente de extracdo para um volume
final de 25 ml.

ANALISE POR HPLC-DAD-MSN

Os compostos fendlicos foram analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em equipamento da marca Shimadzu (Kyoto, Japao), equipado
com bomba quaternaria (LC-20AD), desgaseificador (DGU-20A5), valvula de injecao
Rheodyne com loop de 20 puL e detectores de arranjo de diodos (DAD) (SPD-M20A)
e espectrébmetro de massas (MS) (AmaZon speed ETD, Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) com fonte de ionizagao electrospray (ESI) e analisador de massa/carga
(m/z) ion trap. A separacdo dos compostos foi realizada em coluna C18 Synergi
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Hydro RP80A (4 um, 250 x 4,6 mm i.d.) (Phenomenex, Torrance, CA, EUA) mantida
a 29 °C, utilizando como fase mével agua (A) e acetonitrila (B), ambos contendo
0,5 % de acido férmico (v/v), em um gradiente linear (v/v) de A:B 99:1 para 50:50
em 50 min, depois para 1:99 em 5 min, mantendo esta propor¢ao por 5 min, voltando
para 99:1 em 5 min e mantendo esta propor¢do por 10 min para re-equilibrio da
coluna, a uma vazao de 0,9 mL/min (Chisté & Mercadante, 2012).

Para analise no MS, o fluxo proveniente do DAD foi dividido, permitindo a
entrada de somente 0,15 mL/min na fonte ESI. O MS foi configurado com os
seguintes parametros: modo de ionizagdo positivo e negativo; voltagem no capilar:
2000 V; voltagem na saida do capilar: -110 V; skimmer 1: 10 V, skimmer 2: 5 V; end
plate offset: -500 V; temperatura do gas de secagem (N2): 310 °C; vazao: 5 L/min;
nebulizador: 30 psi. A energia de fragmentacédo para obtencao do MS/MS foi de 1,4
V, e energia de fragmentagdo para obtencdo do MS?2 foi de 1,8 V (Chisté &
Mercadante, 2012).

Os espectros UV-visivel foram obtidos entre 200 e 600 nm e os
cromatogramas foram processados em 280 e 360 nm. A faixa de varredura para os
espectros de massas foi de m/z 100 a 1000. Os compostos fendlicos foram
identificados a partir dos seguintes parametros: ordem de eluicdo e tempo de
retencdo em coluna Cis, caracteristicas dos espectros UV-visivel e de massas
comparados a padrbes nas mesmas condicoes e a informagdes na literatura
(Bystrom et al., 2008; Chisté & Mercadante, 2012; Clifford et al., 2003; Engels et al.,
2012; Fischer et al., 2011; Mariutti et al., 2014; Rodrigues et al., 2015; Sentandreu et
al., 2015; Silva et al., 2014; Cuyckens & Claeys (2004); Singh et al., 2009; Tao et al.,
2014; Weisz et al., 2009). A quantificacdo dos compostos foi realizada a partir de
curva analitica externa de seis pontos (em ftriplicata) para acido galico (1,0 — 20,0
pug/mL), rutina (1,0 — 20,0 pg/mL) e quercetina (1,0 — 20,0 pg/mL). Para todos os
compostos, r?> 2 0,997, com limite de detecgdo de 1,4, 0,6 e 0,8 ug/mL, e limite de
quantificacdo de 4,2, 1,8 e 2,3 ug/mL, de &cido galico, rutina e quercetina,
respectivamente (Mariutti et al., 2014). Estes limites foram calculados usando-se
parametros das curvas analiticas segundo o ICH (2005).

RESULTADOS E DISCUSSOES

IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS
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Os compostos fendlicos nas espécies de Spondias foram determinados pelo
uso do sistema HPLC-DAD-MS". Considerando todas as amostras estudadas, dos 26
picos separados em coluna Cis, 17 foram classificados como &cidos fendlicos e 2
como flavonoides da classe flavonadis, 7 compostos ndo foram identificados.

As Figuras 1A, 1B, 1C e 1D apresentam os cromatogramas dos compostos
fendlicos de Spondias mombin L. (caja) (A), Spondias tuberosa (umbu) (B), Spondias
spp. (umbu-caja) (C) e Spondias purpurea L. (seriguela) (D), processados em
comprimentos de onda de 280 nm e 360 nm. A Tabela 1 apresenta os picos e
identificacéo tentativa de acordo com a ordem de eluigdo, comprimento de absorgao
maxima (Amax), espetro de massas e os fragmentos de massas MSS3. Foram
separados 16 compostos em caja, sendo 12 identificados como compostos fendlicos
e 4 quatro compostos nao identificados, dos identificados 11 correspondem ao grupo
dos &cidos fendlicos e 1 ao grupo dos flavondis. Em umbu-caja foram separados 9
picos, sendo 4 nao identificados, 4 pertencentes ao grupo dos acidos fendlicos e 1
flavonol; em umbu foram separados apenas 4 picos, sendo 2 acidos fendlicos, 1
flavonol e 1 ndo identificado, e em seriguela foram separados 10 picos, sendo 5
acidos fendlicos, 2 flavondis e 3 picos nao identificados.
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Figura 1. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD de compostos fendlicos em Spondias mombin L. (A), Spondias tuberosa (B),
Spondias spp. (C) e Spondias purpurea (D), processados em 280 nm e 320 nm. Condi¢Ges cromatograficas: ver texto.
Caracterizagao dos picos é dada na Tabela 1.



Tabela 1. Caracteristicas cromatograficas e espectroscopicas de espécies de Spondias.

Pico? Compostos fendlicos tr A max [M-HJ Fragmentos de ions ( - ) (m/2)
(min)® (nm)e (m/2)
1 nao identificado 1 3,8 245 188 MS?2 [188]: 127
2 acido cafeico-O-hexosideo 3,8 260 341 MS?2 [341]: 179
MS?3 [179]: 161,143
3 derivado do &cido p-cumaroilquinico 1 4,8 ndd 397 MS? [397]: 337,263,221,163
4 derivado do acido quinico 4,9 337 379 MS? [379]: 189
MS3 [189]: 127
5 nao identificado 2 6,9-75 278,353 353 ndd
6 monogaloil hexosideo 7,8-8,0 274 331 MS?2[331]: 271,211,193,169,125
7 derivado do acido p-cumaroilquinico 2 10,3 nd¢ 397 MS? [397]: 337,221,163
8 derivado do acido galico 11,4 276 411 MS?2 [411]: 331,241,169,125
9 nao identificado 3 11,5-13,9 282 341 MS?2 [341]: 281,179
10 acido p-cumarico hexosideo 16,1 ndd 325 MS? [325]: 265,187,163,145,119
11 acido 5 ou 3-O-cafeoilquinico 16,3 nd¢ 353 MS? [353]: 191
12 derivado do monogaloil hexosideo 16,4 277 483 MS? [483]: 423,405,331,271,193
13 derivado do acido clorogénico 17,7 325 353 MS? [353]: 191
14 derivado do acido (4 ou 5) 3-O-p- 18,4 239,281 397 MS?2[397]: 337,163
cumaroilquinico
15 digaloil hexosideo 18,5 ndd 483 MS? [483]: 331,271,193,169
16 nao identificado 4 19,0 271 353 MS? [353]: 191,179,127
17 galoil-HHDP-hexosideo 1 19,7 -20,2 275 633 MS? [633]: 463,301,275
MS? [301]: 285,257
18 acido (4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico 23,0 -23,4 239,275 337 MS?2 [337]: 163
19 galoil-HHDP-hexosideo 2 23,8 275 633 MS? [633]: 463,301,275
MS3 [301]: 285,257
20 rutina 24,5 -26,0 264,360 609 MS?2 [609]: 343,301,271,179
MS? [301]: 179,151
21 acido eldgico pentosideo 25,5 ndd 433 MS?2 [433]: 301
22 nao identificado 5 26,0 -26,2 359 433 MS? [433]: 387,301
23 quercetina hexosideo 27,1 - 28,2 248,356 463 MS?2 [463]: 417,361,301,179
MS? [301]: 179,151
24 nao identificado 6 31,7-32,0 313 433 MS? [433]: 301
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MS2 [301]: 179,151

25 nao identificado 7 31,7 312 677 MS2 [677]: 659,645,617,585

26 derivado do acido p-cumarico 34,1-34,5 ndd 337 MS? [337]: 163

@ Numerado de acordo com os cromatogramas apresentados nas Figuras 1A, Fig. 1B, Fig. 1C e Fig. 1D.
® Tempo de retencdo em Coluna C1s Synergi Hydro (4 pm).

¢ Solvente: gradiente de 0,5% de acido formico em agua e acetonitrila com 0,5% de acido férmico.

dnao detectado.
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O umbu foi a espécie de Spondia analisada que apresentou o menor niumero
de picos eluidos nas condigbes cromatograficas utilizadas por Chisté & Mercadante
(2012), e nado foram encontrados outros compostos fendlicos quando o
cromatograma foi processado a 320 nm.

O pico 2 foi identificado como acido cafeico-O-hexosideo, apresentado
comprimento de onda Amax de 260 nm e [M-H] a m/z 341 e fragmento MS? a m/z 179,
indicando que a aglicona é acido cafeico (massa molecular de 180 Da) com perda de
162 correspondente a uma hexose; e 161 correspondente a perda de agua do
fragmento MS? a m/z 179. Estas fragmentacdes estdo de acordo com o descrito na
literatura para composto fendlico encontrado em casca e polpa de roma (Fischer et
al., 2011). O pico 2 foi encontrado em umbu e umbu-caja.

Os picos 3 e 7 foram identificados como derivados do acido p-cumaroilquinico.
O composto 3 ndo apresentou UV-Vis bem definido que permitisse ser usado na
identificacéo, ja o 7 apresentou comprimento de onda Amax de 268 nm. O pico 3
apresentou massa molecular no espectro de massas em modo negativo [M-H] a m/z
397 e fragmentos de ions (m/z) em MS? de 337, 263, 221 e 163. Sabe-se que 0 acido
cumaroil quinico apresenta [M-H]- a m/z 337 e MS? (m/z) 163 (Chisté & Mercadante,
2012), e que o acido p-cumarico apresenta a [M-H]- a m/z 163 (Fischer et al., 2011;
Moco et al., 2006). O pico 7 apresentou praticamente as mesmas massas, [M-H] a
m/z 397 e fragmentos de ions (MS?) a m/z 337, 221 e 163; o pico foi tentativamente
identificado de acordo com a literatura (Chisté & Mercadante, 2012). Os picos 3 e 7
foram encontrados apenas em amostras de caja.

O pico 4 foi tentativamente identificado como sendo um derivado do acido
quinico, com base no comprimento de onda Amax de 337 nm e no espectro de massas
apresentando no modo negativo [M-H]" (m/z) de 379, no fragmento de ions (m/z) em
MS? de 189 e em fragmento de ion em MS? (m/z) de 127. Em trabalho com extratos
etandlico e aquoso de amora, foi encontradois 0 mesmo fragmento em MS? a m/z
127, correspondente ao acido quinico (Gouveia-Figueira & Castilho, 2015). O pico 4
foi encontrado em amostras de umbu e umbu-caja.

O pico 6 foi tentativamente identificado como sendo monogaloil hexosideo,
com base no Amax de 274 nm e no espectro de massas apresentando no modo
negativo [M-H] de 331 u e fragmentos de ions (m/z) no MS? de 271, 211, 193, 169,
125. O fragmento 169 u corresponde a perda da molécula de hexose (180-18=162),
e corresponde a [M-H] do &cido gélico (massa molecular de 170 Da). O MS? obtido
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nao forneceu a quebra da massa 169, no entanto, a massa 125 que corresponde a
quebra do 169 apareceu no MS2. As caracteristicas deste pico foram similares as da
literatura (Chisté & Mercadante, 2012). O pico 6 foi encontrado em caja e seriguela.

O pico 8 foi tentativamente identificado como um derivado do acido galico,
devido ao Amax de 276 nm e [M-H] de 411 u e fragmentos de ions (m/z) em MS? de
331, 241, 169 e 125. O fragmento de ion (m/z) em MS? de 169 corresponde ao acido
gélico (massa molecular 170 Da) que aparece em MS? como sendo fragmento da
massa 411, ainda em MS? o fragmento a m/z 125 corresponde a perda de 44 u (CO2)
do fragmento 169. A massa 169 foi submetida a quebra em MS3, no entanto, nao se
obteve resultado. A confirmacao foi feita com a comparagao em literatura (Chisté &
Mercadante, 2012). Este composto foi somente encontrado em caja.

O pico 10 foi tentativamente identificado como acido p-cumarico hexosideo,
apesar de nao ter apresentado comprimento de onda caracteristico nitido que
permitisse ser utilizado na sua identificacdo. O espectro de massas mostrou a [M-HJ
a m/z de 325 e fragmentos de ions MS? a m/z 265, 187, 163, 145 e 119. O fragmento
de ion 163 é correspondente ao acido p-cumarico (massa molar 164 Da) e o
fragmento 119 u indica a quebra do fragmento 163 u. Este pico apresentou
caracteristicas similares as da literatura (Bystrom et al., 2008). O pico 10 foi
identificado apenas umbu-caja.

O pico 11 foi tentativamente identificado como acido 5 ou 3-O-cafeoilquinico. A
identificacdo das ligacdes no carbono na posicao 5 ou 3 da estrutura da molécula
torna-se complicada por tratar-se apenas de arranjo dimensional da estrutura que
possui mesma formula molecular C1sH180O9. O pico 11 ndo apresentou comprimento
de onda nitido que permitisse a comparacdo para ajudar na identificacdo, mas
apresentou espectro de massas em modo negativo [M-H] (m/z) de 353 e fragmento
de ions (m/z) em MS? de 191. O fragmento (m/z) em MS? de 191 corresponde ao
acido quinico (massa molecular 192 Da). Foram feitas inUmeras tentativas, mas nao
ocorreu a quebra da massa 191 para confirmagcdo no MS3. No entanto, tempo de
retencdo e espectro de massas estdo de acordo com a literatura (Rodrigues et al.,
2015; Engels et al., 2012). O pico 11 foi identificado apenas em amostras de umbu-
caja.

O pico 12 apresentou comprimento de onda com Amax de 277 nm, [M-H] (m/2)
de 483 e fragmentos de ions (m/z) MS? de 423, 405, 331, 271 e 193. Este pico foi
tentativamente identificado como um derivado do monogaloil hexosideo,
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considerando o fato do composto fendlico apresentar caracteristicas semelhantes as
descritas na literatura para o monogaloil hexosideo (Sentandreu et al., 2015). O pico
12 foi encontrado em amostras de umbu-caja e seriguela.

O pico 13 foi tentativamente identificado como sendo um derivado do &cido
clorogénico. O pico 13 apresentou comprimento de onda Amax de 325 nm, [M-H] (m/z)
de 353 e fragmento de ions (MS?) a m/z 191. O fragmento (m/z) em MS? de 191
corresponde ao &cido quinico (massa molecular 192 Da) que faz parte da estrutura
do &cido clorogénico. A identidade do pico 13 seguiu os parametros descritos
anteriormente na literatura (Tao et al., 2014). A presenca do pico 13 foi confirmada
apenas em amostras de caja.

O pico 14 foi tentativamente identificado como sendo um derivado do acido 3-
O-p-cumaroilquinico (podendo também ser derivado do acido 4 ou 5-O-p-
cumaroilquinico). Este pico apresentou Amax 239, 281 e [M-H]" com m/z 397 e
fragmentos de ions MS? a m/z 337 e 163. O fragmento de ion 337 corresponde a
massa molecular dos acidos 3, 4 ou 5-p-cumaroilquinico, confirmado pelo fragmento
MS? a m/z 163, conforme descrito anteriormente (Rodrigues et al., 2015). O pico 14
foi encontrado apenas em caja.

Apesar de nao apresentar Amax nitido que permitisse ser comparado com a
literatura, o pico 15 foi tentativamente identificado como digaloil hexosideo. O pico 15
apresentou [M-H]" (m/z) 483 no MS e fragmentos de ions (m/z) de 331, 271, 193 e
169 em MS?. O fragmento de ion 331 (m/z) indica a perda do grupo galoil (massa
molecular 152 u) da molécula, e o fragmento de ion a m/z 169 indica a perda do
grupo galoil e da hexose (massa molecular 162 u) da molécula, conforme descrito
por Chisté & Mercadante (2012). Os fragmentos de ions de 271 u e 169 u que
aparecem no MS? indicam a fragmentagcdo da massa 331 u ainda na fonte de
ionizagéo, pois os mesmos séo fragmentos esperados pela quebra do 331 u em MS3.
O pico 15 foi identificado apenas em amostras de seriguela.

Os picos 17 e 19 foram tentativamente identificados como galoil HHDP
hexosideo 1 e galoil HHDP hexosideo 2, ambos possuem o hexahidroxidifenol
hexosideo (HHDP) ligado ao galoil. Os picos 17 e 19 apresentaram Amax de 275 nm,
[M-H] (m/z) 633 no MS e fragmentos de ions (m/z) de 463, 301 e 275 em MS? e a
m/z 285 e 257 em MS3. O fragmento de ion 301 u sugere a perda de uma unidade de
hexose, o fragmento de ion (m/z) 257 sugere a perda de 44 u (COz2). Os picos 17 e
19 apresentram caracteristicas similares as descritas na literatura (Chisté &
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Mercadante, 2012) e foram encontrados em caja e em seriguela. O pico 19 galoil
HHDP hexosideo 2 foi o composto fendlico majoritario em frutas de seriguela.

O pico 18 foi identificado como &acido (4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico,
apresentando Amax de 239 e 275 nm, [M-H] (m/z) 337 e fragmentos de ions MS? em
m/z a 163, conforme as observacgdes feitas para o pico 14 e foi comparado com o
descrito em literatura (Rodrigues et al., 2015). O pico 18 foi encontrado apenas em
amostras de caja.

O pico 20 foi identificado como rutina, correspondendo estruturalmente a
quercetina 3-O-rutinosideo. As caracteristicas do pico 20 foram Amax de 264 e 360
nm, [M-H] a m/z 609, apresentando fragmentos de ions (m/z) de 343, 301, 271 e 179
em MS? e fragmentos de ions da massa 301 (m/z) 179 e 151 em MS3. A identificagao
deste pico foi confirmada conforme caracteristicas descritas em literatura e
comparagdo com padrao (Mariutti et al., 2014; Engels et al., 2012). O pico €
destacado como majoritario em caja, umbu e umbu-caja.

O pico 21 foi tentativamente identificado como acido elagico pentosideo, nao
apresentou comprimento de onda que permitisse a sua identificacao, apresentou [M-
H] (m/z) 433 MS e fragmento de ion a m/z 301 em MS2. O fragmento de ion (m/z) de
301 corresponde a perda de uma pentose (massa molecular 132+18 Da). A
confirmagdo se deu com comparagdo com valores da literatura (Chisté &
Mercadante, 2012). O pico 21 foi identificado apenas em amostras de caja.

O pico 23 foi tentativamente identificado como quercetina hexosideo, com Amax
de 248 e 356 nm, [M-H] (m/z) de 463 e fragmentos de ions (m/z) 417, 361, 301, 179
em MS? e fragmentos de ions (m/z) 179 e 151 em MS3. O fragmento 301 sugere a
perda da hexose. O pico 23 apenas foi encontrado em seriguela e teve suas
caracteristicas similares as relatadas em literatura (Engels et al., 2012).

O pico 26 foi tentativamente identificado como um derivado do &cido p-
cumarico, com Amax de 237 e 264 nm, com [M-H] (m/z) 337 no MS e fragmentos de
ions (m/z) de 163 em MS2. O fragmento 163 u corresponde ao acido p-cumarico,
como ja descrito anteriormente para o pico 3. O pico 26 foi encontrado em amostras
de caja.

O pico 1 néo foi identificado, no entanto, acredita-se tratar de um &cido
fendlico. O pico 1 apresentou comprimento de onda Amax de 245 nm e [M-H] (m/2) de
188 e fragmento de ions (m/z) em MS? de 127. O pico 1 apenas foi encontrado em

amostras de caja.
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O pico 5 nao foi identificado porque apesar de ter apresentado um ion no MS a
m/z 353, o mesmo néo foi fragmentado no MS2. No entanto, a possivel massa e a
ordem de eluicdo sugerem que pode corresponder ao acido clorogénico (Weisz et al.,
2009). O pico 5 foi encontrado em caja, umbu-caja e seriguela.

O pico 9 néo foi identificado (denominado n&o identificado 3 na Tabela 1),
apresentou comprimento de onda Amax de 282 nm, [M-H]" (m/z) de 341 e fragmentos
de ions (m/z) em MS? de 281 e 179. Ndo houve a quebra do fragmento de massa
179 quando submetido ao MS®. No entanto, o espectro de massas junto com
informagdes na literatura nos deixa propicio a acreditar que seja um derivado do
acido cafeico (massa molecular de 180 Da) (Rodrigues et al., 2015). O pico 9 foi
encontrado em amostras de umbu e umbu-caja.

O pico 16 nao foi identificado (denominado nao identificado 4 na Tabela 1) e
apresentou Amax de 271 nm, [M-H]" (m/z) 353 em MS e fragmentos de ions (m/z) de
191, 179 e 127 em MS2. O pico apresenta o fragmento de ion (m/z) de 191 que
corresponde ao acido quinico (massa molecular 192 Da) e o fragmento de fragmento
de ion (m/z) de 179 corresponde ao acido cafeico (massa molecular 180 Da). Apesar
dos valores das massas indicarem tratar-se do acido 5 (ou 3)-cafeoilquinico, o UV-
Vis ndo permitiu a identificagdo conforme descrito por Rodrigues et al. (2015). O pico
foi encontrado apenas em amostras de caja.

O pico 22 nao foi identificado (denominado nao identificado 5 na Tabela 1), o
espectro de massas apresenta [M-H] (m/z) a 433 e fragmentos de ions (m/z) em MS?
a 387 e 301. O fragmento de ion 301 u pode corresponder a perda de uma pentose.
Mariutti et al. (2014) descrevem o composto fendlico quercetina pentosideo
apresentando fragmentos no MS a m/z433 e 301, 179 no MS?, e 179 e 151 no MS3 e
ainda descreve 269, 287 e 354 nm como os comprimentos de onda caracteristicos
desse composto. No entanto, ndo obtivemos em nossa pesquisa todas as
informacdes que nos permitisse a identificagéo da estrutura. O pico 22 foi encontrado
apenas em amostras de seriguela.

O pico 24 nao foi identificado (denominado nao identificado 6), apresentou
comprimento de onda de 313 nm, [M-H] (m/z) de 433 e fragmento de ion (m/z) 301
em MS? e fragmentos de ions (m/z) 179,151 em MS?2. O fragmento de ion (m/z) 301
sugere a perda da pentose. O pico 24 foi encontrado em amostras de caja, umbu-
caja e seriguela.
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O pico 25 foi denominado nao identificado 7, apresentou Amax de 312 nm, [M-
H] (m/z) 677 em MS e fragmentos de ions (m/z) de 659, 645, 617 e 585 em MS2. E
interessante salientar que o Amax € espectro de massas e tempo de retengao do pico
25 foram idénticos ao descrito em literatura como nao identificado em extratos de
frutas de murici (Mariutti et al., 2014). O pico 25 foi somente encontrado em amostras

de umbu-caja.
QUANTIFICAGAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A Tabela 2 apresenta os valores dos conteudos dos compostos fendlicos
separados em cada espécie estudada de Spondias.

A rutina (pico 20) foi o composto fendlico majoritario em caja, umbu e umbu-
caja, representando 48, 76 e 50% do total de compostos fendlicos, respectivamente.
A rutina (pico 20) foi o unico composto fendlico encontrado em todas as quatro
espécies de Spondias estudadas no presente trabalho. O galoil-HHDP-hexosideo 2
(pico 19) foi o majoritario em seriguela, representando 39% do conteudo de
compostos fendlicos totais. O galoil-HHDP-hexosideo 2 (pico 19) também foi
encontrado em caja, porém representando apenas 2% do conteudo total de
compostos fendlicos nesta fruta. As diferencas existentes relacionadas a presenca e
quantidades de compostos fendlicos na espécie Spondias purpurea L. (seriguela)
quando comparada com as Spondias mombin L. (caja), Spondias tuberosa (umbu) e
Spondias spp. (umbu-caja) estdo associadas provavelmente as diferencas genéticas
existentes entre elas, ja discutidas em trabalhos anteriores (Santos & Oliveira, 2008).
O galoil-HHDP-hexosideo 1 (pico 17) representou 21% do conteudo total de
compostos fendlicos em seriguela sendo o segundo maior pico presente na espécie.
Este composto também foi encontrado em quantidade significativa em caja, sendo
21,59 + 1,07 pug.g”' em peso seco, no entanto, representou apenas 5% do contelido
total de compostos fendlicos nesta espécie.



Tabela 2. Quantidade de compostos fendlicos em espécies de frutas do género Spondias.
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Pico?

Compostos fendlicos

Concentragéao (pg.g'b.s.*)

fendlicos (ug.g' b.s.*)

caja umbu umbu-caja seriguela

1 nao identificado 1! 11,79 £0,45 ND ND ND

2 acido cafeico-O-hexosideo! NDP 9,09 + 0,41 3,99+£0,14 ND

3 derivado do acido p-cumaroilguinico 1! 9,84 +0,24 ND ND ND

4 derivado do 4cido quinico! ND 5,41 +0,15 4,09+0,17 ND

5 nao identificado 2! 20,72 + 3,68 ND 9,61 +0,15 9,98 + 0,80

6 monogaloil hexosideo'’ 8,34 £ 0,29 ND ND 7,15+£0,29

7 derivado do acido p-cumaroilguinico 2! 19,91 £ 0,90 ND ND ND

8 derivado do acido galico’ 6,52 + 0,59 ND ND ND

9 nao identificado 3! ND 28,01 £0,52 45,48 £ 0,27 ND

10 acido p-cumarico hexosideo'’ ND ND 421+0,08 ND

11 4cido 5 ou 3-O-cafeoilquinico’ ND ND 2,17 £0,03 ND

12 derivado do monogaloil hexosideo' ND ND ND 11,07 + 1,14

13 derivado do 4cido clorogénico! 12,19+1,25 ND ND ND

14 derivado do acido (4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico! 11,60 + 0,83 ND ND ND

15 digaloil hexosideo! ND ND ND 13,87 £ 1,33

16 nao identificado 4! 14,47 £ 2,83 ND ND ND

17 galoil-HHDP-hexosideo 1! 21,59 + 1,07 ND ND 43,37 + 1,81

18 acido (4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico’ 27,83 £2,80 ND ND ND

19 galoil-HHDP-hexosideo 2! 7,49 + 1,37 ND ND 78,93 + 3,18

20 Rutina? 193,33 + 7,40 137,24 + 5,67 90,46 + 0,53 30,74 +1,77

21 acido elagico pentosideo’ 6,50 £ 0,65 ND ND ND

22 ndo identificado 5! ND ND ND 15,01 + 1,84

23 quercetina hexosideo?® ND ND ND 2,94 £ 0,20

24 nao identificado 6' 25,64 +1,52 ND 10,55 + 0,15 3,43 £ 0,37

25 nao identificado 7' ND ND 8,99 + 0,05 ND

26 derivado do acido p-cumarico’ 7,68 £0,19 ND ND ND
Total de compostos 405,51 +10,26 | 179,77+6,65 | 179,55 +0,57 | 202,64 + 3,79

*base seca

aNumerado de acordo com cromatogramas apresentado na Figura 1.

bN&o Detectado.

Os picos foram quantificados em equivalentes de acido gélico! (LOD 1,40 pug/mL, LOQ 4,24 pg/mL), rutina? (LOD 0,60 pg/mL, LOQ 1,81 pg/mL) e quercetina
(LOD 0,75 pg/mL, LOQ 2,27 pg/mL).
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O composto fendlico descrito como nao identificado 1 (pico 1), derivado do
acido p-cumaroilquinico 1 (pico 3), derivado do acido p-cumaroilquinico 2 (pico 7),
derivado do &cido galico (pico 8), derivado do acido clorogénico (pico 13), derivado
do acido (4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico (pico 14), ndo identificado 4 (pico 16), acido
(4 ou 5) 3-O-p-cumaroilquinico (pico 18), acido elagico pentosideo (pico 21) e
derivado do &cido p-cumarico (pico 26), foram encontrados exclusivamente em
amostras de caja, representando respectivamente 3, 2, 5, 2, 3, 3, 7, 2 e 2 % do
conteudo total de compostos fendlicos nessa fruta. Assim, 29% do conteudo total de
compostos fendlicos néo identificados em caja correspondem a compostos
exclusivos desta espécie (Tabela 2).

Os compostos fendlicos derivados do monogaloil hexosideo (pico 12), digaloil
hexosideo (pico 15), ndo identificado 5 (pico 22) e quercetina hexosideo (pico 23)
foram encontrados apenas em seriguela, representando 6, 2, 7 e 2 % do conteudo
de compostos fendlicos totais, respectivamente.

O acido cafeico-O-hexosideo (pico 2) representou 5 e 2 % do contetdo de
compostos fendlicos totais em umbu e umbu-caja, respectivamente. O composto
fendlico identificado como um derivado do acido quinico (pico 4) representou 3 € 2%
do conteudo de compostos fendlicos totais em umbu e umbu-caja, respectivamente.
O composto fendlico nao identificado 2 (pico 5) representou 5 % do contetudo de
compostos fendlicos totais em caja, umbu-caja e seriguela.

O composto fendlico identificado como monogaloil hexosideo (pico 6)
representou 2 e 4 % do conteudo de compostos fendlicos totais em caja e seriguela,
respectivamente. O composto fendlico nao identificado 3 (pico 9) apresentou 45,48 +
0,27 e 28,01 £ 0,52 ug.g™' em peso seco, representando 16 e 25 % do contelido de
compostos fendlicos totais em umbu e umbu-caja, respectivamente. O pico 9 teve
uma grande representatividade no conteudo de compostos fendlicos totais para as
espécies umbu e umbu-caja.

Os compostos fendlicos, acido 5 ou 3-O-cafeoilquinico (pico 10), &cido p-
cumarico hexose (pico 11) e n&o identificado 7 (pico 25), foram exclusivos da
espécie umbu-caja, apresentando 4,21 + 0,08, 8,99 + 0,05 e 2,17 + 0,03 ug.g' em
peso seco, representando 2, 1 e 5% do conteddo de compostos fendlicos totais em
umbu-caja. O composto fendlico ndo identificado 6 (pico 24), apresentou 25,64 +
1,52; 10,55 + 0,15 e 3,43 + 0,37 pg.g”' em peso seco, representando 6, 6 e 7 % do
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conteudo de compostos fendlicos totais em caja, umbu-cajd e seriguela,
respectivamente.

A quantidade de compostos fendlicos totais obtida foi 405,51 + 10,26, 179,77
+ 6,65, 179,55 *+ 0,57 e 202,64 * 3,79 ug.g”'em peso seco em caja, umbu, umbu-
caja e seriguela, respectivamente. O teor total de compostos fenélicos em caja é
inferior ao encontrado em frutos de pequia (Caryocar villosum) que foi de 589,4 +
41,5 ug.g™' em base seca (Chisté & Mercadante, 2012).

CONCLUSAO

Nas quatro frutas do género Spondias foram separados 26 compostos
fendlicos, e dentres estes 19 foram identificados e 7 ndo foram identificados. A rutina
foi o pico majoritario em caja, umbu e umbu-caja, e o galoil-HHDP-hexosideo 2 foi o
majoritario em seriguela. O maior numero de &cidos fendlicos foi encontrado em
caja, ja o maior numero de flavonoides derivados de quercetina foi encontrado na

seriguela.
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responsible for the yellow skin and pulp color of caji. As xanthophylls are often acylated to farty acids in
fruits, the native carotencid composition of cajd frozen pulp and of its beverages was evaluated by high
performance liquid chromatography coupled t diode array detector and tandem mass spectrometry. The
main carotenoids in caja frozen pulp were (all-E}-B-cryptoxanthin (6.5 pgg ' freshweight(fw))and (all-
E)-zeinoxanthin (3.5 pgg ' fw); esters of lutein, B-cryptoxanthinand zeinoxanthin were also identified.
As compounds need to be released from the matrix to be available for absorption, in vitro bioaccessibility
of carotenoids in cajd water and milk based beverages was investigated. Addition of 7% sugar enhanced
bioaccessibility to a similar extent of all carotenoids, in the order water > skimmed milk > whole milk
based beverages. The increase in carotenoid bioaccessibility accompanied the increase in the lipid
amount in milk used in beverages. Milk calcium did not affect carotenoid bioaccessibilicy while milk
proteins were responsible for the four times increased bicaccessibility of carotenoids with free hydroxy
group compared to those of carotenes and totally esterified xanthophylls.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Spondias L. is a genus of edible fruit trees that belongs to the
botanic family of Anacardeaceae, which comprises 18 species
native to both tropical America and Asia, and to Madagascar
(Mitchell and Daly, 2015). Spondias mombin L, previously
considered a synonymous of S. lutea L., is native to tropical forests
through much of Southern Mexico and Northern Brazil; its ripe
fruits are oblong, 3-6 cm in length, with a dark-yellow thin skin
and yellow pulp. Ninety six different common names are listed for
S. mombin, the most commonly ones are yellow mombin and hog
plum in English, ciruelo or jobo in most Spanish-speaking
countries, while caja is used in most parts of Brazil and tapereba
in the Brazilian Amazonian region (Mitchell and Daly, 2015).

In Brazil, the trees are mostly found in domestic plantations in
the Northeast region, and the fruits are economically important as
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{AZ, Mercadante),
' Present address: Departamento de Gestdo e Tecnologia Agroindustrial {(DGTA),
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0889-1575/© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

part of the income of numerous families and small producers of
that region. The fruit is consumed in natura in the harvested places
during season, but as frozen pulp in the other regions where it can
be found all the year-around. The pulp or puree of caji is the
unfermented and undiluted product obtained from the edible part
of the fruit with minimum total solid content of 9°Brix (BRASIL,
2000). Frozen pulp is one of the most common forms of fruit
produced by the agroindustries in Brazil, which is further used by
households to prepare beverages, by mixing with water or milk,
with or without sugar.

Caja fruit has been attracting the attention of many researchers
because of its sweety pleasant flavour (Neiens et al., 2016), along
with the presence of bioactive compounds (Hamano and
Mercadante, 2001; Tiburski et al, 2011; Giuffrida et al., 2015)
and antioxidant capacity (Rufino et al., 2010; Tiburski et al., 2011).
Among the bioactive compounds, carotenoids are related to
important functions and physiological actions, provitamin A
activity being the most known one, apart from being responsible
for the yellow skin and pulp color of caja fruits.

Although carotenoids are naturally found esterified with fatty
acids in fruits, most of the studies did not yet investigate their
carotenoid ester composition. The main difficulties in such analysis
are related to the high number of peaks that should be separated
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and the interference that fatty acids may cause in the UV /visible
(UV/vis) and mass spectra of non-saponified extracts (Mercadante
etal, 2017). Previous studies showed that (all-E)-B-cryptoxanthin,
(all-E)-lutein and (all-E}-zeinoxanthin are the main carotenoids in
the saponified extract of cajd pulp (Hamano and Mercadante, 2001;
Tiburski et al, 2011). Recently, the presence of B-cryptoxanthin
esterified with myristic and palmitic acids were reported in caja
(Giuffrida et al,, 2015).

These compounds need to be released from the matrix and be
absorbed to have effects on the body, and in vitro bicaccessibility
tests have been widely used to study the amount of these
substances that are released after digestion (Garrett et al., 1999;
Ferndndez-Garda et al, 2009). It is known that carotenoid
digestion is influenced by several factors related to food (e.g
matrix composition, lipid content, variety/cultivar, ripening stage,
degree of process), chemical structure (e.g. hydrophobicity, state
and location in cellsforganelles) and by analytical aspects (e.g
amount and type of enzymes, use of saponification) (Fernandez-
Garcia et al,, 2012; Estévez-Santiago et al., 2016; Rodrigues et al.,
2016a).

As fruit pulps play an important role in contributing to the
intake of certain seasonal and regional fruits, in vitro bioaccessi-
bility was applied to evaluate the behavior of carotenoids and their
esters in different household recipes of caji beverages. The native
carotenoid composition of caja frozen pulp and its water and milk
based beverages was evaluated by high performance liquid
chromatography coupled to diode array detector and tandem
mass spectrometry (HPLC-DAD-MS/MS).

2. Materials and methods
2.1. Materials

Ultra high temperature whole milk and skimmed milk, both
from the same brand, containing respectively, 3.0% and 0.05% of fat,
according to their labels; and refined sucrose from sugarcane were
acquired in Campinas city, Brazil.

Standard of (all-E)-f-carotene was purchased from Sigma-
Aldrich (5t. Louis, MO, USA). Standards of (all-E}-lutein and ( all-E}-
p-cryptoxanthin were donated by DSM Nutritional Products
(Basel, Switzerland). Standards showed at least 97% of purity for
(all-E)-B-carotene, 92% for (all-E)-B-cryptoxanthin and 90% for
(all-E)-lutein, determined by high performance liquid chromatog-
raphy-diode array detector (HPLC-DAD).

Methanol (MeOH) and methyl tert-butyl ether (MTBE) were
acquired from J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA). The other reagents
were all of analytical grade from Labsynth (Diadema, Brazil . Water
was purified by a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA, USA).
oe-Amylase (A3176-1MU ), pepsin (P7000-25G), pancreatin(P1750-
100G), bile (B8381) and other reagents used in the in vitro digestion
procedures and in the assays of enzyme activity were acquired
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Activity of enzymes was
determined according to protocols referred in the Supplementary
Material of Minekus et al. (2014), adapted to our laboratory by
Rodrigues et al. (2016a). Previously to HPLC analysis, samples and
solvents were filtered through Millipore membranes of 022 pm.

2.2. Samples

Packages of 100g of commercial caja frozen pulp, totalizing
3 kg, were acquired at a market located in the city of Campinas, Sao
Paulo State, Brazil in July 2016. In order to get a homogeneous
sample, each package was opened and divided in four; pieces from
all packages were mixed and immediately re-packed under
vacuum in 30g unities. The samples were then stored in freezer
at —18°C until analysis. The values of pH 3.05 +0.0 and "Brix of

9.4+ 0.2 are within the range given by the Brazilian legislation
(BRASIL, 2000).

Caja frozen pulp based beverages were obtained following the
most used homemade recipe of 1;1 (v/v) dilution, 50% of pulp and
50% of Milli-Q water, or whole milk or skimmed milk to prepare
water based beverage (BW), beverage with skimmed milk (BSM)
and with whole milk (BWM). Following the same dilution,
beverages were prepared adding 7.0g refined sugarcane per
100ml to obtain water based beverage with sugar (BWS), with
skimmed milk and sugar (BSMS) and with whole milk and sugar
(BWMS). All the beverages were prepared in a blender by mixing
during 30s. The pH values were 2.7 for water based beverages and
3.8 for those prepared with milk. The values of soluble solids in
“Brix were 4.6+ 0.2 in the BW, 9.6 0.3 in BWS, 82 +0.3 in BSM,
14.8+0.5 in BSMS, 8.7+0.2 in BWM and 15.3+ 0.8 in BWMS

2.3. In vitro bioaccessibility analysis

In vitro digestion of all the frozen pulp based beverages was
carried out according to the protocol proposed by INFOGEST
(Minekus et al., 2014) and adapted to carotenoids by Rodrigues
et al. (2016a). Briefly, this protocol simulates the oral, gastric and
intestinal phases, using aqueous solutions containing electrolytes
with concentrations based on physiological conditions. The
composition of the simulated fluids, enzyme activities and
conditions of incubation time, pH and temperature were exactly
the same as those described by Minekus et al. (2014) and Rodrigues
etal. (2016a). For all the beverages, 5g of sample was used and the
whole protocol was carried out in triplicate.

The bioaccessibility percentage was calculated according to the
following equation:

” - carotenoid) Y
YBioacessibility = (W) % 100
Ibeverage

where [carotenoid |micenes corresponds to carotenoid concentration
in the supematant [ micelles) after digestion and [carotenoid J,pyer-

age to concentration of the same carotenpid in the beverage.
2.4. Carotenoid analysis

2.4.1. Extraction from pulp and beverages

The carotenoids from frozen pulp and water based beverages
(5 g of sample) were exhaustively extracted with 20 ml acetone by
vortexing during 3 min, followed by centrifugation at 12,000g for
10min at 12°C (De Rosso and Mercadante, 2007). The method
developed for lutein extraction from yogurt was applied for
extraction from milk based beverages; 5g of sample was
exhaustively extracted with 20 ml of tetrahydrofuran by vortexing
during 1 min, followed by 5min centrifugation at 3500g at 10°C
(Xavier et al., 2012). In both cases, the extraction process was
repeated until complete absence of sample color. The extract was
transferred to petroleum ether/diethyl ether (1:1, v/v) and the
extraction solvent (acetone or tetrahydrofuran) was removed by
water washing. Residual water present in the extract was removed
by addition of anhydrous Na;S0,4. The extract was concentrated,
dried and stored at —36°C until analysis by UV/|vis and HPLC.

2.4.2, Determination of total carotenoid content by UV/Vis
spectrophotometry

Dried carotenoid extract was solubilized in petroleum ether and
to obtain a clear solution it was further centrifuged at 29,220g for
10min at 4°C and filtered through Millipore membranes of
0.22 pum. Absorbance was measured in a diode array spectropho-
tometer (Agilent model 8453, Palo Alto, CA, USA). The total
carotenoid content was calculated by using the specific extinction
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coefficient of (all-E)}-B-cryptoxanthin (E1 =2386, in petroleum
ether), the major carotenoid in caja.
2.4.3. HPLC-DAD-MS/MS

Immediately before HPLC-DAD-MS/MS, the dried carotenoid
extracts from pulp and beverages were dissolved in 5ml of MeOH/
MTBE (50:50, v/v), and those from the micellar fraction were
dissolved in 0.3 ml of the same solvent mixture.

The carotenoids were analyzed in a Shimadzu (Kyoto, Japan)
HPLC equipped with quaternary pumps (model LC-20AD), a DGU-
20A5 online degasser and a Rheodyne (Rheodyne LCC, Robert Park,
CA, USA) injection valve with a 20 p.l loop, connected in series to a
DAD (Shimadzu, model SPDM20A) and to a mass spectrometer
with an ion trap analyzer with atmospheric pressure chemical
ionization (APCI) source, both from Bruker Daltonics (AmaZon
speed ETD model, Bremen, Germany). The UV/vis spectra were
recorded between 200 and 600 nm and chromatograms were
processed at 450nm. The MS parameters were set in the same
conditions as those previously used for carotenoids in the
laboratory (Chisté and Mercadante, 2012; Petry and Mercadante,
2016; Rodrigues et al., 2016b).

Separation was carried out on a Csp YMC column (5 pum,
250 mm x 4.6 mm) (Waters, Wilmington, DE, USA) kept at 35°C,
using as mobile phase MeOH/MTBE/H,0 (81:15:4) (A) and MeOH/
MTBE/H,O (16:80.4:3.6) (B) in a linear gradient from 99:1 to
44:56 A:B in 39 min, then to 0:100A:B in 6min and keeping this
proportion during 5min, returning to the initial conditions (99:1 A:
B) in 5 min, and maintaining this condition for 5 min, as described
by Rodrigues et al. (2016b). Flow rate was set at 1.0 ml/min.

Carotenoids were identified by interpretation of the following
combined information obtained by HPLC-DAD-MS/MS: elution
order on C3p column, UV/vis spectrum features (maximum
absorption wavelengths (Amay), spectral fine structure (ZIIJII),
cis-peak intensity (% Ag/Ap)) and MS characteristics (protonated
molecule ([M+H]"), in-source and MS/MS ion fragments). In
addition, data was compared with those available in the literature
(Breithaupt and Bamedi, 2001; De Rosso and Mercadante, 2007;
Petry and Mercadante, 2016; Rodrigues et al., 2016b; Mercadante
et al, 2017).

The carotenoids were quantified by HPLC, using external five-
point analytical curves (in triplicate) for (all-E}-lutein (1.6-33.2 pg/

Table 1

mL}, (all-E)-B-cryptoxanthin (1.9-33.4 pg/mL) and (all-E)-B-caro-
tene (2.2-335 pg/mL). For all the analytical curves, a linear
regression was adjusted with r* =0.99, and the following equations
were obtained: y =367392x-131275 for (all-E)-lutein, y =382850x-
214650 for (all-E)-pB-cryptoxanthin and y=445008x-293554 for
(all-E)-p-carotene, where y means peak area and x is carotenoid
concentration. The limit of detection was 0.1 pg/mL and the limit of
quantification was 0.2 p.g/ml for (all-E)-lutein and 0.3 pg/mL for
(all-E}-P-cryptoxanthin and (all-E)-P-carotene, all calculated
through the calibration curves mentioned above (Ribani et al,
2004).

The NAS-1OM (2001 ) conversion factor was used to calculate
the vitamin A value, with 12 pg of dietary (all-E)-3-carotene and
24 pg of other dietary provitamin A carotenoids corresponding to
1 g of retinol activity equivalent (RAE). The contribution of Z
isomers of provitamin A carotenoids were calculated as other
dietary provitamin A carotenoids.

2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out by the Statistica 7.0 software.
Means were compared by one way ANOVA and Tukey's test
(p<0.05). Regression analyses of the analytical curves were
conducted using the Origin 8.0 software.

3. Results and discussion
3.1. Carotenoids in cajd frozen pulp

The spectroscopicdata characteristics described in Table 1 were
used to identify free carotenoids and their esters in cajd frozen
pulp, while the profile obtained under the chromatographic
conditions used on C30 column can be visualized in Fig. 1.

As expected, the free xanthophylls (all-E}-lutein (peak1), (all-
E}-zeaxanthin (peak 2), (all-E}-zeinoxanthin (peak 3) and (all-E}-
PB-cryptoxanthin (peak 4) eluted earlier than the carotenes, (all-E)-
o-carotene (peak 5) and (all-E)-P-carotene (peak 7). As the
identification of (all-E}-lutein, (all-E)-zeaxanthin, (all-E)-B-cryp-
toxanthin and of the carotenes were previously detailed reported
(De Rosso and Mercadante, 2007; Petry and Mercadante, 2016;

Chromatographic, UV(Vis and mass spectrometry characteristics, obtained by HPLC-DAD-MS/MS, of carotenoids from caja frozen pulp.

Peak camtenoid tg? Amax” (nm)  ENY %A/ [M+H] MS/MS fragment ions (mfz)

number® {min) 1l Ay (mjz)

1 (all-E)-lutein 99 420445472 56 0 560.4 5514 [M+H-18]*, 533.4 [M+H-18-18]*

2 {all-E)-zeaxanthin 114 425450477 13 o 569.5 5514 [M+H-18]", 533.4 [M+H-18-18]", 4474 [M +H-92]"

3 {all-E)-zeinoxanthin 16.4 420445473 60 0O 553.4 535.4 [M+H-18]", 4604 [M +H-92]"

4 ( all-E)-B-cryptoxanthin 188 425451478 27 0O 553.4 535.4 [M+H-18]", 461.4 [M+ H-92]"

5 { all-E)-ct-carotene 257 420446474 56 0 5374 481.3 [M +H-56]", 444.2 [M+H-92]"

6 (all-£)-lutein-3'-0- 273 420445473 60 0O not 551.4 [M+ H-228]" — 5334 [M+H-18-228]", 495.4 [M +H-228-56]", 459.4
myristate detected  [M+H-228-92]°, 411.2

 j (all-E)-B-carotene 287 425451477 170 5374 445.4 [M-92]*

8 (all-E)-B-cryproxanthin 397 425451479 31 0 7637 6716 [M+H-92]", 535.4 [M+H-228]", 443.3 [M+ H-228-92]
myristate

9 (all-£)-B-cryproxanthin -~ 430 425451477 29 0 7917 £99.6 [M+H-92]", 5354 [M+ H-256]", 4434 [M +H-256-92]"
palmitate

10 {all-E)-lutein dimyristate  44.2 426446474 60 O nd* T6LT [M+H-228]", 533.4 [M+ H-228-228]", 4413 [M +H-228-228-56]",

4113 [M+H-18]"

1 {all-E)-zeinoxanthin 453 420448475 4 0 819.7 802.6 [M +H-18]", 5354 [M+H-284]", 443.3 [M +H-284-92]"

stearate

Bold face indicates MS in-source fragment ions,
“ Numbered according to the chromatogram shown in Fig, 1.
b Retention time on the Cyg column,
© Gradient of methanol, MTBE and water.
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Fig. 1. Chromatogram obtained by HPLC-PDA of carotenoids from non- saponified extract of frozen pulp of caja {Spoondias mombin L) See text for chromatographic conditions.

Peak identification and characterization are given in Table 1,

Rodrigues et al., 2016b), only the identification of peak 3 is
discussed in the present study.

The UV/vis spectrum of peak 3, equal to those of lutein and
w-carotene, indicated a chromophore corresponding to the
presence of 10 conjugated double bonds with one B- and one
g-ring as end-groups. However, considering peak 3 elution and
UV|vis features, there are two possibilities that fulfill these
characteristics: (all-E)-a-cryptoxanthin and (all-E}-zeinoxanthin
as their difference relies on the position of the hydroxyl group,
either attached to the g-ring and thus allylic to the double bond, as
in a-cryptoxanthin, or attached to the B-ring as in zeinoxanthin.
Differentiation of both carotenoids can be easily obtained by in-
source MS spectrum, as the protonated molecule of (all-E)-
zeinoxanthin shows higher intensity compared to the water
elimination fragment, and the opposite is observed in the MS of
(all-E)-a-cryptoxanthin. So, as the intensity of [M+H]" at mjz
553.4 was higher than that at m/z 5354 ([M +H-18]"), peak 3 was
identified as (all-E)-zeinoxanthin. This same behavior was also
described by De Rosso and Mercadante (2007). Identification of
(all-E)-zeinoxanthin, confirmed by MS in the present study,

Table 2

corroborates a previous report of (all-E)-zeinoxanthin in caja
pulp, identified only by elution order on Cig column, UV/vis and
negative response to methylation reaction (Hamano and Merca-
dante, 2001). The correct identification of this monchydroy
xanthophyll is important as zeinoxanthin does not show vitamin
A activity while a-cryptoxanthin does.

The esters of mono-hydroxy xanthophylls eluted after the
carotenes, as (all-E)}-p-cryptoxanthin myristate (peak 8), (all-E)-
[-cryptoxanthin  palmitate (peak 9) and (all-E)-zeinoxanthin
stearate ( peak 11), with increasing retention as fatty acid molecular
weight increased. Their spectroscopic characteristics were the
same as those previously described for similar esters in oranges
and mandarin (Petry and Mercadante, 2016). However, it is not
possible to differentiate between esters of (all-E}-B-cryptoxanthin
and (all-E}-zeinoxanthin by MS, thus peaks 8, 9 and 11 were
assigned considering their elution order, Amnax and spectral fine
structure.

The monoester of lutein eluted between free xanthophylls and
carotenes on the Cip column, while its diester eluted after the
carotenes. Peak 6 was identified as (all-E)-lutein-3'-0O-myristate

Carotenoid contents (pgg ' fresh weight) in cajd frozen pulp and in its pulp based beverages.

Peak number carotenoid frozen pulp BW BWS BSM BSMS BWM BAWMS
1 (all-E}-lutein 12400 07 +00 06+£0.0 0600 06+0.0 06 +00 07 +0.1
2 (all-E)-zeaxanthin 05+00 05+00 0.5+00 04+00 0.4+00 05+00 04 +00
3 (all-E)-zeinoxanthin 25+01 18+00 15+01 1.6+02 1.6+£0.0 16+01 17 +£0.1
4 (all-E}-B-cryptoxanthin 65404 2B+01 23+01 25+03 24400 2400 25+01
5 (all-E}-ae-carotene 24402 14+00 1.3+00 1.2+0.1 1.2+00 12+00 1.3+0.1
[} (all-E)-lutein-3'-0-myristate 1L3+£00 0.7 +00 0.7+00 0.7+00 0.7+00 07 +00 07 +0.1
7 (all-E)-B-carotene 23+01 1301 13+£01 13+041 1.3+041 13+01 13 +0.1
8 (all-E)-B-cryproxanthin myristate 23401 13401 12401 12401 12401 11401 13 +0.1
a (all-E)-B-cryproxanthin palmitate 14+01 10+00 L1+0.0 0.9+01 0.9+00 08+00 08 +0.0
10 (all-E)-lutein dimyristate L1041 0.7 +00 0.7+00 0.6+00 0.6+0.0 06 +00 06 +£0.0
11 (all-E}-zeinoxanthin stearate 1.8 +0.1 12401 1.0+£0.0 1.1+01 10+0.1 10401 10 +0.0
Total carotenoid by HPLC 239+12 134 +04 122 +0.4 12109 118+03 1L.8+0.4 124 +0.7
Total carotenoid by UV[Vis Z84+08 161 £0.1 13.4+0.1 16.1+2.6 143+02 162 +07 166+ 1.1
Provitamin A Value (g RAE(100g) 673437 3B4+14 349+ 16 353+27 346+ 12 338412 36.2+23

Values are average and standard deviation of triplicates.

BW: beverage with water, BWS: beverage with water and sugar, BSM: beverage with skimmed milk, BSMS5: beverage with skimmed milk and sugar, BWM: beverage with

whole milk, BWMS: beverage with whole milk and sugar.
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and peak 10 as (all-E)-lutein dimyristate, with UV/[vis, [M+H]" and
MS/MS fragments compatible to those already reported by
Rodrigues et al. (2016b) for the same carotenoids in murici fruit.

This is the first ime that esters of lutein and of zeinoxanthin are
reported in cajd, as B-cryptoxanthin acylated with myristic and
palmitic acids were previously found in fresh caja (Giuffrida et al.,
2015),

The contents of identified carotenoids in frozen pulp of caja are
shown in Table 2. The total carotenoid content of cajd pulp found in
the present study was 23.9+12 pgg~! fresh weight (fw), with free
(all-E)-pP-cryptoxanthin as the most abundant one, accounting for
27% of the total, followed by 15% of B-cryptoxanthin esters and 15%
of (all-E}-zeinoxanthin. Similar contents of total carotenoids, 18.0—
229ug ¢! fw, were reported in three brands of frozen pulp of caja
(Hamano and Mercadante, 2001), while 354 pgg~' fw was
reported in frozen pulp, both from Brazil (Tiburski et al, 2011).
It is important to highlight that HPLC was used in both studies, but
as the extract was saponified, only free P-cryptoxanthin was
detected, accounting respectively, for 32-36% and 48% of the total
carotenoid content, while 42% was found in the present study for
the sum of free and acylated B-cryptoxanthin. On the other side,
almost double of total carotenoid content determined by UV/vis,
45.8gg "' fw, was found in fresh pulp of caja from Panamd, with
free (all-E)-B-cryptoxanthin accounting for 25% and its esters by
3.3% (Giuffrida et al., 2015). This variation was expected as fruits
were grown in different areas and in different years.

Among the 11 carotenoids separated in caja, those contributing
to the provitamin A value of caja are f-cryptoxanthin, a-carotene
and B-carotene. The provitamin Avalue of caja frozen pulp of 67 pg
RAE[100 g obtained in the present study is in the range to those
previously reported for caja frozen pulp from Brazil, 45-111 pg
RAE[100 g (Hamano and Mercadante, 2001; Tiburski et al., 2011).
Although cajd pulp has lower provitamin A value than those
reported for six fruits from Amazonia (302-3640 p.g RAE/100 g (De
Rosso and Mercadante, 2007 ), itis higher than 104 g from pulp of
cashew-apple (Assuncdo and Mercadante, 2003). The provitamin A
values of caja beverages were higher as compared to 5.9-6.2 pg
RAE[100 g of orange juice-milk beverages (Zulueta et al,, 2010).

3.2. Carotenoid bioaccessibility in pulp based beverages
Beverages with frozen pulp were prepared as usually done at

home, with water (BW), with water and sugar (BWS), with
skimmed milk (BSM), with skimmed milk and sugar (BSMS), with

whole milk (BWM) and with whole milk and sugar (BWMS). The
different basis used to prepare the beverages did not influence the
carotenoid extractibility and consequently their composition, as
shown in Table 2.

Considering all the beverages, Table 3 shows that all free
xanthophylls were more bioaccessible than carotenes and
xanthophyll esters in cajd frozen pulp based beverages. The most
bioaccessible carotenoid was (all-E)-lutein, ranging from 11.8 to
34.6%, followed by (all-E)-zeaxanthin from 7.4 to 15.2%, (all-E)-
zeinoxanthin from 52 to 195% and (all-E}-p-cryptoxanthin
ranging from 52 to 195% (Table 3). The bioaccessibility of
xanthophyll esters were in the range of 2.9-8.9%. In addition,
(all-E)-p-carotene and (all-E)-ce-carotene also presented bioacces-
sibility on the same average, 4.1-8.3% and 4.3-78%, respectively. A
similar trend, with free xanthophylls showing the highest
bioaccessibility was also reported for murici dry fruit, with 29%
for (all-E)-lutein and 22% for (all-E}-zeaxanthin (Rodrigues et al.,
2016a). As carotenes are located inside the micelles core and
xanthophylls reside near the surface, the transfer of free
xanthophylls into micelles is facilitated and likely explains this
difference between free xanthophylls and carotenes (Garrett et al.,
1999).

On the other hand, the bioaccessibility of (all-E)-lutein
dimyristate was much higher in murici (18%) than in the caja
based beverages (4.7-6.1%), Differentresults were also reported for
goji dry fruit, the liberation of free zeaxanthin (8.0%) was lower
than that of zeaxanthin dipalmitate (26.6%) (Hempel et al,, 2017).
In addition, the bioaccessibility of B-cryptoxanthin (0.0-9.8%) was
higher than that of B-carotene (0.1-9.1%) in fresh homogenized
peach, red pepper and watermelon, while the opposite was
observed in loquat, mandarin, orange and persimmon (Estévez-
Santiago et al, 2016). In frozen homogenized foods, the
bicaccessibility of B-carotene was about 0.7% in carrot and 29%
in gac fruit (Miiller-Maatsch et al,, 2017).

Although the INFOGEST method (Minekus et al., 2014 ) was used
in all above mentioned studies, these results indicate that the
extent of in vitro digestion ranges from 0 to 35%, depending on the
interaction between structure/characteristics and composition of
both carotenoids and matrix.

Sugar addition improved overall bioaccessibility in both water
and milk based beverages, but at different extents (Table 3). The
overall bioaccessibility increased by 27% when water based
beverages were compared, 22% in skimmed-milk and 15% in
whole milk based beverages. When 7% of sucrose was added, the

Table 3

Binaccessibility (%) of cajd frozen pulp based beverages.
carotenoid BW BWS B5M B5MS BWM BWMS
(all-Ej-lutein NE+11d 195+24cd 253+21bc 308 £49ab 314+35ab 346+26a
(all-E}-zeaxanthin 74+03c 89+05c 118+06 b 131 +07 b 129409 ab 152+13 a
{all-E}-zeinoxanthin 52+02d 6.4 -+0.2cd 98+13bc 125+09b 74+26a 195+11a
(all-E}-B-cryptoxanthin 52+04d 6.8+0.2cd 9.8+13bc 13.1+09b 195+31a 218+ 12a
(all-E}-a-carotens 43+01d 53+02c 55+04c 63+04b G6+01 b 7B +01a
{all-E)-lutein-3'-0-myristate 29+01d 47+03 ¢ 52+04c 63+03b GE+04b 89+04a
{all-E}-B-carotene 41+0.0d 5.2+03cd 52+03¢c 65+01b TO+08b 83+03a
(all-E}B-cryptoxanthin myristate 40+02hb 51+04a 51+D4a 57+01a 55+01a 56+05a
(all-E}-B-cryptoxanthin palmitate 45+03c 48+03c 51+03ch 56401 ba 55+01 ba 58+01a
{all-E}-lutein dimyristate 47+02¢c 52+03b 53+01b 58+01a GO+01a 61+01a
{all-E}-zemoxanthin stearate 46+02c 51+01 b 53+01b 58403 a 62+00a 61+02a
Overall 524+03e 6.6 +0.0 de 83+0.1cd 10.1+03 cb 119+ 0.1 ab 13.7+03 a

Overall binaccessibility reflects the percentual ratio berween the total concentration of carotenoids in beverages micellar fraction and total concentration of carotenoids in
beverages. The (%) bicaccessibility of carotenoids are expressed as mean-+ standard deviation (n=3). Different lowercase letters on the same line indicate significant

difference (Tukey test, p <0.05).

BW: beverage with water, BWS5: beverage with water and sugar, BSM: beverage with skimmed milk, BSMS: beverage with skimmed milk and sugar, BWM: beverage with

whole milk, BWMS: beverage with whole milk and sugar,
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Table 4

Carotenoid contents (pgg~" fw) in the micellar fractions obtained after in vitro digestion of caja frozen pulp based beverages,
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Peak number Carotenoid Carotenoid content in micellar fraction
BwW BWS BSM BSMS BWM BWMS

1 (all-E lutein 008+ 001 012 +0.01 015+ 001 0.20 £ 0.03 020+0.02 024+ 0001
2 (all-E }-zeaxanthin 0.03+ 000 .04 4+ 0.00 0.05+ 000 0.05 4+ 0.00 0.06 + 0.00 0.06+001
3 {all-E }-zeinoxanthin 009+ 004 10+ 000 0154002 0.20 +0.01 027+ 004 0.20+002
4 (all-E }-B-cryptoxanthin 015 +0.01 015 +0.00 0244003 0.32 +0.02 046 +0.07 056+ 003
5 (all-E )-ce-carotene 006+ 0.00 0,07 £0.00 0,07+ 000 0.08 +0.00 008 £0.00 010 £0.00
B (all-E )-lutein-3-0-mynstate 0,04+ 0.00 0.03 £ 0,00 0044+ 0.00 .04 +0.00 004+ 000 0.06+ 000
7 (all-E£ )-B-carotene 006+ 0.00 0,07 +0.00 0,07+ 000 0.08 +0.00 008 +0.01 011 +000
8 (all-E }- B-cryproxanthin myristate 0.054 0.00 .06 + 0.00 0.06+ 0.01 0.07 +0.00 006 + 0.00 0.07 + 0,01
9 (all-E }-B-cryproxanthin palmitare 0.04 4+ 0.00 0.05 +0.00 0.04+ 0.00 0.05 4+ 0.00 0.05+0.00 0.05+ 0,00
10 {all-E }-lutein dimyristate 0.03 + 000 .03 +0.00 0.03 4+ 0.00 0.04 4+ 0.00 0.04 + 0.00 0.04 4+ 0.00
11 (all-E )-zeinoxanthin stearate 0,05+ 000 0,05 £ 0,00 006+ 0.00 0.06+0.00 006+ 0.00 0.06+ 000

Total content 068+ 0.06 0.77 £0.01 0964+ 0.07 1.19 +0.06 141 £0.14 1554008

Provitamin A Value (g RAE/100g) 173+ 008 1.95 + 0.09 231 +0.22 2.83+012 345 +0.40 420+020

Values are average and standard deviation of triplicates in pgg ' fw.

BW: beverage with water, BWS: beverage with water and sugar, BSM: beverage with skimmed milk, BSMS: beverage with skimmed milk and sugar, BWM: beverage with

whole milk, BWMS: beverage with whole milk and sugar.

values of soluble solids in the beverages increased by ca. 6 “Brix,
which probably did not affect beverage viscosity but somehow
may have affected the digestion process, micelle formation or
separation of supernatant. The basis for this positive influence is
unknown. In another complete different scenario, an adverse effect
of boiling pumpkin in water and 60% sucrose on micellarization of
provitamin A carotenes in pumpkin was attributed to increased
chyme viscosity by sucrose penetration in the pulp during boiling,
such that access of digestive enzymes decreased and resulted in
reduced release of carotenes (Ribeiro et al., 2015).

In our study, the increase in overall bioaccessibility accompa-
nied the increase in the amount of fat in the milk used in beverages,
as the average percentage of fat in UHT skimmed milk is 0.1% and in
UHT whole milk is 3.0-3.3% in Brazil (Domareski et al, 2010;
Vesconsi et al., 2012),

Addition of whole milk and 7% sugar increased 2.6 times overall
bioaccessibility when compared to water based beverage, with
variation in the increased percentage of 193% for lutein, 321% for
p-cryptoxanthin, 102% for P-carotene and 30-40% for the
carotenoid esters, except of 207% for lutein-3'-0-myristate. In line
to these results, the increased percentage in the B-carotene
bioaccessibility of fruit pulp in the presence of whole milk and
sugar compared to fruit pulp alone ranged from 12 to 56%,
depending on the mango cultivar (Veda et al, 2007). Results
demonstrated that the biocaccessibility of total carotenoids
improved by 37% in beverages containing 75% of mixed fruit
juice, 17.5% of whole milk and 7.5% of sugar compared to the fruit
juice alone (Rodriguez-Roque et al.,, 2014). In fact, the increase in
the bioaccessibility varied depending on the carotenoid, 89% for
PB-carotene, 35% for B-cryptoxanthin and 22% for lutein (Rodri-
guez-Rogque et al, 2014). As carotenoid absorption not only
depends on their release from the food matrix but also on their
incorporation into micelles, most likely the fat content of whole
milk increased the solubilization of carotenoids into mixed
micelles and thus, increased their bioaccessibility (Fernandez-
Garcia et al., 2012)

This trend was also followed in our study, when skimmed milk
and the same amount of sugar were used instead of water, with an
increase of 1.6 times in overall bioaccessibility and individual
percentage increases of 161% for lutein, 151% for B-cryptoxanthin,
58% for B-carotene and 24-42% for the carotenoid esters, except of
117% for lutein-3'-O-myristate. Similar behavior was also previ-
ously reported when skimmed milk was added to blended fruit
juices, with an increase in the bioaccessibility of 57% for lutein, 83%

for B-cryptoxanthin and 32% for PB-carotene (Granado-Lorencio
et al., 2009),

The contents of calcium in milk are most likely not responsible
for the increase in carotenoid bioaccessibility in all milk based
beverages in the present study, as presence of calcium chloride
decreased carotenoid bicaccessibility in a significant concentra-
tion-dependent way (Corte-Real et al, 2016).

Thus, the enhancement of carotenoid bioaccessibility inall milk
based beverages may probably be attributed to milk protein as the
fat content in skimmed milk is very low. In fact, the most abundant
milk proteins show different proteolysis under in vitro digestion;
intact B-lactoglobulin was present after the gastric phase while
w-lactoalbumin was completely hydrolyzed and caseins were
mostly hydrolyzed (Egger et al., 2016). Moreover, about 60% of
proteolysis occurred in milk proteins when the INFOGEST in vitro
protocol was used and generation of free amino acids occurred
mainly during the intestinal phase (Egger et al., 2016). These facts
indicate that most probably milk-derived phosphopeptides are
able to act as the amphiphilic milk proteins which rapidly adsorbs
at the surface of the formed micelles, reducing the interfacial
tension and forming thick layers which prevent micelles from
coalescence or flocculation via steric and electrostatic stabilization
mechanisms at the pH of gastric or intestinal phases (Dickinson,
2009; Raikos, 2010).

It is very interesting to highlight that milk addition had four
times higher positive influence on the bioaccessibility of carote-
noids with free hydroxy group (free xanthophylls and lutein-3-0-
myristate) compared to those of non polar carotenes and totally
esterified xanthophylls.

As the bioaccessibility of provitamin A carotenoids were in the
range of 4.1-21.9%, the contents of those carotenoids after
digestion were low, and therefore the vitamin A value of all the
beverages after digestion were only 1.7-4.2 g RAE[100 g (Table 4).

4. Conclusions

When we compare the different beverages, addition of sugar
enhanced bioaccessibility, apparently at similar extent to all
carotenoids, although effect increased in the order water >
skimmed milk > whole milk. As expected, the increase in
carotenoid bioaccessibility accompanied the increase in the
amount of fat in the milk used in beverages. Moreaver, while
milk calcium most likely did not affect carotenoid bioaccessibility,
milk proteins were responsible for the increase in carotenoid
bioaccessibility in all milk-based beverages. In fact, four times

Please cite this article in press as: G.A. da Costa, AZ. Mercadante, In vitro bioaccessibility of free and esterified carotenoids in caja frozen pulp-
based beverages, ]. Food Compos. Anal. (2017), http:(/dxdoiorg/10.1016/j.jfca2017.02.012
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higher positive influence on the bioaccessibility of carotenoids
with free hydroxy group compared to those of carotenes and totally
esterified xanthophylls was found in milk based beverages.
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Os frutos do género Spondias apresentam grande importancia para a regiao
Nordeste brasileira, ndo s6 do ponto de vista da biodiversidade do cenario em que
essas espécies estao inseridas, mas também da importancia econémica e por
consequéncia social para esta regido. Varios estudos tém sido publicados
envolvendo frutos deste género, como os teores totais de alguns compostos
bioativos e a avaliacdo das carateristicas fisico-quimicas, quimicas, fisicas e
bioldgicas; no entanto, a identidade e quantidade de compostos bioativos como
carotenoides e compostos fenélicos ainda nao foram estudadas pelas técnicas mais
sofisticadas e modernas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS).

Diante do exposto, foi entdo conduzido um trabalho de identificagédo e
quantificacdo dos carotenoides livres e ésteres de carotenoides em frutas de caja
(Spondias mombin L.), umbu (Spondias tuberosa), umbu-caja (Spondias spp.) e
seriguela (Spondias purpurea L.) por LC-MS/MS. A identificagdo foi realizada com
sucesso com base nas seguintes informagdes combinadas: ordem de eluicdo na
coluna C30, caracteristicas dos espectros UV-Visivel (comprimento de onda maximo
de absorcao, estrutura fina espectral e intensidade do pico cis) e espectros de
massas com fonte de ionizagdo quimica a pressédo atmosférica em modo positivo
que permitiu a obtencdo da molécula protonada e de fragmentos MS/MS
diagnoésticos. A quantificagdo dos carotenoides livres e ésteres de carotenoides foi
feita com o uso de curvas analiticas de 5 pontos em triplicata para (all-E)-luteina (1,6
— 33,2 ug/ml), (all-E)-B-criptoxantina (1,9 — 33,4 ug/ml) e (all-E)-B-caroteno (2,2 —
33,5 pg/ml). O limite de deteccao (LOD) foi 0,1 mg/mL e limite de quantificacdo
(LOQ) foi 0,2 mg/mL para (all-E)-luteina, 0,3 mg/mL para (all-E)-B-criptoxantina e
(all-E)-B-caroteno, todos calculados através de curvas de calibracao.

O sistema cromatografico utilizado permitiu a separacao de 38 carotenoides
divididos entre, 15 xantofilas livres, 3 carotenos, 12 monoesteres de carotenoides, 8
diesteres de carotenoides e 2 clorofilas. No caja foram separados 21 picos, sendo 9
xantofilas livres, 2 carotenos, 5 monoesteres de carotenoides e 5 diesteres de
carotenoides, com (all-E)-B-criptoxantina (22%), (all-E)-zeinoxantina (12%) e all-E)-f-
criptoxantina miristato (8%) como os majoritarios nessa fruta. No umbu foram
separados 20 picos, sendo 8 xantofilas livres, 2 carotenos, 5 monodiesteres de
carotenoides e 5 diesteres de carotenoides, ainda foram identificados feofitina a e
feofitina a’. Os carotenoides majoritarios no umbu foram a (all-E)-luteina (26%) e
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(all-E)-B-criptoxantina (19%). No umbu-caja foram separados 24 picos sendo, 8
xantofilas livres, 2 carotenos, 8 monoesteres de carotenoides e 6 diesteres de
carotenoides, (all-E)-B-caroteno (18%) e (all-E)-B-criptoxantina (15%) como os
majoritarios. Na seriguela foram separados 19 picos sendo, 7 xantofilas livres, 1
caroteno, 6 monoesteres de carotenoides e 5 diesteres de carotenoides, com (all-E)-
luteina (19%) e (all-E)-B-caroteno (14%) como majoritarios.

Os compostos fendlicos obtidos pela extragcdo com metanol/agua (80:20)
foram determinados por HPLC-DAD-MS/MS. Neste caso foi usada a fonte de
ionizagdo electrospray (ESI) no modo negativo e positivo e o analisador de
massa/carga ion trap. A dificuldade na identificacdo dos compostos fendlicos foi
atribuida a complexidade das amostras de Spondias e disponibilidade pequena de
padrées. A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada a partir de curva
analitica externa de seis pontos (em triplicata) para acido galico (1,0 — 20,0 pg/mL),
rutina (1,0 — 20,0 pug/mL) e quercetina (1,0 — 20,0 pg/mL). Para todos os compostos,
r2 = 0,997, com limite de detecgao de 1,4, 0,6 e 0,8 ug/mL, e limite de quantificagéo
de 4,2, 1,8 e 2,3 pg/mL, de acido galico, rutina e quercetina, respectivamente. Foram
separados 26 compostos fendlicos, sendo 19 identificados e 7 n&o identificados nas
quatro frutas estudadas do género Spondias. Foram separados 16 compostos
fendlicos em caja, sendo que 12 (11 acidos fendlicos e 1 flavonol) puderam ser
identificados por LC-MS/MS e 4 nao foram identificados. Em caja, os compostos
fendlicos majoritarios foram rutina representando 48% do total e o acido (4 ou 5) 3-
O-p-cumaroilquinico com o equivalente a 7% do valor total de compostos fendlicos.
Em umbu-caja foram separados 9 picos, sendo 4 nao identificados, 4 pertencentes
ao grupo dos acidos fendlicos e 1 flavonol, e compostos fendlicos majoritarios foram
a rutina que contribuiu com 50% do total de compostos fendlicos e o pico nao
identificado 3 contribuindo com um total de 25% do total de compostos fendlicos. Em
umbu foram separados apenas 4 picos, sendo 2 acidos fendlicos, 1 flavonol e 1 ndo
identificado, com rutina contribuindo com 76% e o pico nao identificado 3 com 16%
do teor total de compostos fendlicos. Em seriguela foram separados 10 picos, sendo
5 acidos fendlicos, 2 flavondis e 3 picos nao identificados, os compostos majoritarios
foram galoil-HHDP-hexosideo 2 e rutina, contribuicdo com 39% e 15% do teor total
de compostos fendlicos, respectivamente.

A bioacessibilidade de carotenoides foi avaliada em bebidas obtidas com

polpa congelada de caja, tendo em vista que, a polpa congelada de caja é
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amplamente comercializada em todo o territdério nacional e, dentre as espécies de
frutos do género Spondias é a mais apreciada e difundida. As bebidas foram
preparadas com 50% de polpa congelada de caja e 50% de agua Milli-Q (BW) ou
50% leite integral (BWM) ou 50% leite desnatado (BSM), acrescidas ou ndo de 7,0 g
acucar refinado/100 mL, obtendo a polpa de caja com agua e agucar (BWS), a polpa
de caja com leite integral e agucar (BWMS) e a polpa de caja com leite desnatado e
acucar (BSMS). O protocolo de digestao in vitro ndo alterou o perfil dos carotenoides
das bebidas preparadas com polpa congelada de caja. Todas as xantofilas livres
foram mais bioacessiveis do que os carotenos e o0s ésteres de xantofilas nas
bebidas, e as xantofilas livres (all-E)-luteina e (all-E)-zeaxantina foram as que
apresentaram 0Ss maiores percentuais de bioacessibilidade nas bebidas. A
bioacessibilidade da (all-E)-luteina e (all-E)-zeaxantina foram, respectivamente, de
12 e 7% na BW, de 20 e 9% na BWS, de 25 e 12% na BSM, de 31 e 13% na BSMS,
de 31 e 20% na BWM e de 35 e 22% na BWMS. O aumento da bioacessibilidade
dos carotenoides presentes nas bebidas acompanhou o aumento da quantidade de
lipidios existentes no leite, respeitando a ordem BW < BSM < BWM, provavelmente
porque os lipidios contribuem para a formagdo de micelas no processo digestivo,
que foram utilizados no final da digestdo para mensurar o percentual de
bioacessibilidade. A adicdo de agucar as bebidas aumentou a bioacessibilidade de
carotenoides de uma forma geral na seguinte ordem BWMS < BSMS < BWS.
Quando comparamos as bebidas com mesma base de preparo apenas com as
acrescidas de agucar vemos que o percentual no aumento de bioacessibilidade é
maior para aquelas que possuem agucar e, apesar de ndo sabermos a causa da
influéncia positiva do acucar no processo de digestdo, aparentemente ocorreu

favorecimento na formacao de micelas ou na separacao do sobrenadante.
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Em todas as espécies estudadas, os carotenoides majoritarios livres foram
(all-E)-luteina, (all-E)-B-criptoxantina e (all-E)-B-caroteno, e o0s principais ésteres
identificados foram (all-E)-B-criptoxantina miristato e (all-E)-zeinoxantina estearato. A
contribuicdo dos ésteres de carotenoides em relacdo ao conteudo total de
carotenoides nas espécies de Spondias estudadas foi de 36 %, 23 %, 29 % e 37 %
em caja (Spondias mombin L.), umbu (Spondias tuberosa), umbu-caja (Spondias
spp.) e seriguela (Spondias purpurea L.), respectivamente.

Foram separados 26 compostos, e dos 19 compostos fendlicos identificados,
17 pertencem a classe dos acidos fendlicos e 2 a classe dos flavonéis. Em amostras
de caja foram identificados 11 acidos fendlicos e 1 flavonol, em umbu foram
identificados 2 acidos fendlicos e 1 flavonol, em umbu-caja foram identificados 4
acidos fendlicos e 1 pertencente a classe dos flavonois, e em seriguela foram
identificados 5 compostos fendlicos pertencentes a classe dos acidos fendlicos e 2 a
dos flavondis. A rutina foi o composto fendlico majoritario em caja, umbu e umbu-
caja, e galoil-HHDP-hexosideo 1 foi o composto fenélico majoritario em seriguela.

No estudo de bioacessibilidade, os carotenoides livres e ésteres de
carotenoides foram mais bioacessiveis nas bebidas obtidas com polpa congelada de
caja e adicionadas de leite integral em relagédo as bebidas feitas com leite desnatado
e agua. O maior percentual de gordura no leite integral contribuiu para o aumento da
bioacessibilidade de carotenoides. A adicdo de acgucar as bebidas reforgcou o
aumento da bioacessibilidade que seguiu 0 mesmo padrao quando comparada com
as bebidas sem a adicdo de acucar. Os valores de bioacessibilidade seguiram a
seguinte tendéncia: xantofilas livres foram maiores que os dos de ésteres de

xantofilas e que os dos carotenos, independentemente da composicao da bebida.
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