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RESUMO 

ESTEVES, L. C. Betaxantinas de Aminoácidos: Relações Estrutura-Propriedades. 

2022. 219 f. Tese (Doutorado) – Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São 

Paulo, 2022. 

Betaxantinas são produtos naturais com propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias 

encontradas em algumas variedades de plantas e fungos. Nessa Tese de Doutorado foram 

semissintetizadas vinte e uma betaxantinas derivadas de todos os aminoácidos 

proteinogênicos, com exceção da selenocisteína, e algumas de suas propriedades físico-

químicas foram caracterizadas e comparadas entre si e com as betaxantinas-controle 

derivadas da dopamina, L-DOPA e pirrolidina. A elusiva betaxantina derivada da L-

cisteína foi obtida pela primeira vez e apresenta um anel 2-tiazolínico. Ainda, foram 

isoladas e caracterizadas duas betaxantinas regioisoméricas derivadas da L-lisina. As 

propriedades de absorção e fluorescência, bem como a estabilidade hidrolítica de todas 

as betaxantinas foram determinadas. A capacidade antioxidante e o potencial redox das 

betaxantinas foram medidos e foram estabelecidas relações estrutura-propriedade por 

meio da análise de pares moleculares combinados. Porções fenol ou indol ligadas 

diretamente ao sistema conjugado imino-enamino de betaxantinas aumentam a 

capacidade antioxidante das betaxantinas que, de forma geral, é muito maior do que 

aquela observada para seus aminoácidos precursores e para antioxidantes padrão. A 

betaxantina derivada da cisteína possui uma capacidade antioxidante muito baixa, e nunca 

foi encontrada in vivo. Em contrapartida, essa betaxantina não-imínica é muito mais 

estável do que as demais betaxantinas derivadas de aminoácidos. 

Palavras-chave – betalaínas; betaxantinas; aminoácidos; semissíntese; pigmentos 

naturais; antioxidantes  



ABSTRACT 

ESTEVES, L. C. Amino Acid Betaxanthins: Structure-Property Relationships. 2022. 

219 p. Thesis (Doctorate) – Instituto de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2022. 

Betaxanthins are natural products with antioxidant and anti-inflammatory properties 

found in some varieties of plants and fungi. In this Doctoral Thesis, twenty-one 

betaxanthins derived from all proteinogenic amino acids, with the exception of 

selenocysteine, were semi-synthesized and some of their physicochemical properties 

were characterized and compared with each other and with the control betaxanthins 

derived from dopamine, L-DOPA and pyrrolidine. The elusive betaxanthin derived from 

L-cysteine was obtained for the first time and features a 2-thiazoline ring. Furthermore, 

two regioisomeric betaxanthins derived from L-lysine were isolated and characterized. 

Absorption and fluorescence properties as well as hydrolytic stability of all betaxanthins 

were determined. The antioxidant capacity and redox potential of betaxanthins were 

measured and structure-property relationships established through matched molecular 

pair analysis. Phenol or indole moieties linked directly to the imino-enamino conjugated 

system of betaxanthins increase the antioxidant capacity of betaxanthins, which, in 

general, is much higher than that observed for their precursor amino acids and for 

standard antioxidants. Cysteine-betaxanthin has a very low antioxidant capacity, and has 

never been found in vivo. In contrast, this non-iminic betaxanthin is much more stable 

than the other amino acid betaxanthins. 

Keywords – betalains; betaxanthins; amino acids; semisynthesis; plant pigments; 

antioxidants 

  



ABREVIATURAS E SIGLAS 

Ala L-alanina 

Arg L-arginina 

Asn L-asparagina 

Asp L-ácido aspártico 

COSY Espectroscopia de correlação, do inglês correlation spectroscopy 

DA dopamina 

DOPA L-3,4-di-hidroxifenilalanina, L-DOPA 

Ep,a Potencial de pico anódico 

Ep,c Potencial de pico catódico 

Es Energia singlete 

ESI Ionização por eletrospray 

Gln L-glutamina 

Glu L-ácido glutâmico 

Gly L-glicina 

HBt Ácido betalâmico 

His L-histidina 

HPLC 
Cromatografia líquida de alta eficiência, do inglês high 

performance liquid chromatography 

HRMS 
Espectrômetro de massas de alta resolução, do inglês high 

resolution mass spectrometer 

Ile L-isoleucina 

knr Constante cinética para processos não radiativos 

kobs Constante cinética observada 



kr Constante cinética para processos radiativos 

J Constante de acoplamento 

Leu L-leucina 

Lys L-lisina 

Met L-Metionina 

m/z Relação entre massa e carga 

Phe L-fenilalanina 

Pro L-prolina 

Pyr pirrolidina 

RMN Ressonância magnética nuclear 

Ser L-serina 

t1/2 Tempo de meia vida 

tr Tempo de retenção 

TEAC 
Capacidade antirradicalar em equivalentes de Trolox, do inglês 

Trolox equivalent antiradical capacity 

Thr L-treonina 

Trp L-triptofano 

Tyr L-tirosina 

Val L-valina 
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1. INTRODUÇÃO 

 Os órgãos de flores pigmentadas por flavonoides ou betalaínas podem ser 

fluorescentes. Auronas e antocianinas (subclasses dos flavonoides) fluorescentes são 

encontradas em Antirrhinum majus L. e Rhododendron indicum (L.) Sweet, enquanto a 

fluorescência nas flores das variedades amarelas de Mirabilis jalapa L., Lampranthus 

productus N.E.Br e Portulaca grandiflora Hook., se origina das suas respectivas 

betaxantinas (subclasse das betalaínas).2, 3 Embora ainda não esteja claro se a 

fluorescência natural das plantas possui um papel na sinalização biológica ou se é 

simplesmente uma consequência não funcional,2, 4 contribuições importantes no estudo 

de flores intactas e no desenvolvimento de métodos de extração e quantificação de 

betalaínas foram feitas a partir da descoberta da emissão de fluorescência desses 

compostos.3, 5-8 Esta Tese de Doutorado trata do estudo de diversos aspectos relacionados 

a betaxantinas derivadas de aminoácidos proteinogênicos. Por isso, uma breve discussão 

sobre como medir propriedades de absorção e fluorescência é apresentada a seguir. 

1.1. Absorção e fluorescência no estado estacionário 

 A figura de mérito mais importante no estudo de compostos fluorescentes é seu 

brilho, que é definido como o produto do rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) e o 

coeficiente de absorção molar (ΦFl × ε).9 A absorção de um fóton é um processo 

ultrarrápido (escala de femtosegundo, 10–15 s) que induz a transição de uma molécula do 

seu estado eletrônico fundamental para um estado eletronicamente excitado. O ε (em 

L mol–1 cm–1) da espécie irradiada, a sua concentração em solução (c; mol L–1) e o 

caminho óptico percorrido pela luz na amostra (b; cm) se relacionam com a razão entre a 

intensidade da luz incidente e transmitida (Lei de Beer-Lambert, Eq. 1). O coeficiente de 
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absorção molar é proporcional à eficiência na absorção de luz pelas moléculas da amostra, 

e valores altos de ε estão relacionados a transições permitidas.10 

log $!$ = & ='() Eq. 1 

 

 Espécies eletronicamente excitadas eventualmente retornam ao seu estado 

fundamental por meio de processos radiativos (emissão de luz) e processos não radiativos. 

Fluorescência e fosforescência são os processos radiativos mais comuns e diferem quanto 

à sua duração. Enquanto a fluorescência ocorre, virtualmente, durante a irradiação, a 

fosforescência pode durar muito mais tempo dada a sua proibição por spin, i.e., estado 

excitado triplete decaindo a um estado fundamental singlete. Os processos que ocorrem 

entre a absorção e a emissão podem ser ilustrados por um diagrama de Jablonski  

(Figura 1). 

 

Figura 1. Diagrama de Jablonski. Quando um composto fluorescente absorve luz ele pode ser 
excitado para estados eletrônicos de energia mais alta que não se restringem ao S1. Contudo, sua 
emissão geralmente ocorre do estado S1 e concorre com a conversão interna (IC) entre os estados 
com multiplicidade singlete, um processo não radiativo. Além disso, a emissão concorre em 
alguns casos com a população de estados tripletes, processo chamado de cruzamento 
interssistemas (ISC) e que normalmente envolve interseções cônicas relacionadas a acoplamento 
spin-orbital de forma a superar a proibição da inversão do spin do elétron. Assim, os tempos de 
vida de espécies excitadas singlete são frequentemente menores que 10–8 s, enquanto os valores 
para espécies triplete variam, tipicamente, de μs a segundos.11 O potencial de ionização (IP) é a 
energia necessária para abstrair um elétron da espécie no estado fundamental. 
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 O rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) é uma medida de eficiência do 

processo de emissão em relação ao número de fótons absorvidos e é, portanto, menor ou 

igual a 1. Substâncias com os valores de ΦFl, próximos a 1, como as rodaminas, 

apresentam emissão de fluorescência mais intensa. O rendimento quântico de 

fluorescência pode ser determinado diretamente usando um espectrômetro de 

fluorescência equipado com esfera de integração12 ou através de medidas relativas a um 

padrão secundário para o qual o ΦFl é conhecido. O padrão escolhido deve ter perfis de 

absorção e emissão similares ao da amostra e as soluções de ambos devem ter absorção 

inferior a 0,1 para evitar efeitos de filtro interno. O valor de ΦFl pode ser determinado a 

partir da medida das emissões de fluorescência de uma amostra e do padrão para os quais 

as absorções no comprimento de onda de excitação são conhecidas, bem como os índices 

de refração (nD) das suas soluções, empregando-se a Eq. 2. Uma outra maneira é realizar 

uma série de medidas com o padrão e a amostra em uma certa faixa de absorção e 

comparar os coeficientes angulares das retas obtidas quando se correlaciona a área sobre 

a curva de emissão e a absorção no comprimento de onda de excitação (Eq. 3).13  

*"# = *"#$
&$
&
+
+$ ,

-%
-%$
.
&
 Eq. 2 

 

*"# = *"#$ 	
0
0$ ,

-%
-%$
.
&
 Eq. 3 

 

Onde, A é o valor da absorção da solução, E é o valor da área sob a curva de emissão, α 

é o coeficiente angular do ajuste linear do gráfico de área sob a curva de emissão vs. 

absorção no comprimento de onda de excitação, nD é o índice de refração do solvente, e 

o sobrescrito r se refere aos valores do padrão de referência de fluorescência. 
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 Comparando-se os espectros de absorção e emissão normalizados para máximo 1 

é possível estimar a energia do estado singlete (ES ou E0,0) de uma molécula (Figura 2). 

Além disso, a diferença entre os comprimentos de onda máximo de absorção (λAbs) e de 

emissão (λEm) de um composto permite determinar quanta energia foi utilizada em 

processos não radiativos no estado excitado e é denominada deslocamento de Stokes (Δν; 

nm ou cm–1).11 

 

Figura 2. Exemplos genéricos de espectros de absorção, em cinza escuro, e de emissão de 
fluorescência, em vermelho. As linhas tracejadas indicam os máximos de absorção (λAbs) e 
emissão (λEm). O deslocamento de Stokes (Δν), diferença entre os máximos de emissão e 
absorção, e ponto de intersecção, que corresponde a energia singlete (ES) também estão 
representados na figura. 

1.2. Betalaínas: biossíntese e propriedades gerais 

 As cores de frutos e flores abrangem todo o espectro visível, exceto o branco e o 

preto absolutos, além de pigmentos que absorvem radiação ultravioleta e infravermelho. 

Para as espécies capazes de ver, esses pigmentos dão beleza ao planeta e são importantes 

na comunicação entre espécies. No caso de plantas e animais, cores e contraste atraem 

polinizadores e dispersores de sementes. Antocianinas são os pigmentos não 

fotossintetizantes mais abundantes das angiospermas, responsáveis pela maior parte das 

cores vermelho, azul e roxo em flores e frutos. Betalaínas, cujas cores variam do amarelo 

ao magenta, substituem as antocianinas em grande parte das plantas pertencentes à ordem 



 27 

Caryophyllales14-16 e são encontradas também em alguns fungos basidiomicetos17 e na 

bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus18. 

 Betalaínas naturais são divididas em betacianinas e betaxantinas. Betacianinas 

têm coloração magenta e são formadas a partir da condensação entre ácido betalâmico e 

ciclo-DOPA ou seus derivados glicosilados. Em betaxantinas, outros aminoácidos ou 

aminas substituem a ciclo-DOPA dando origem a compostos de cor amarela.19 Betalaínas 

são frequentemente encontradas como misturas de betacianinas e betaxantinas em suas 

fontes naturais. A combinação desses pigmentos em diferentes proporções nos 

organismos vivos é responsável pelas suas cores entre o laranja e o magenta, passando 

pelo vermelho.20 A beterraba vermelha (Beta vulgaris L.) é a principal fonte de betanina, 

uma betacianina, e a indicaxantina (betaxantina da L-Prolina) é obtida principalmente dos 

frutos da opuntia (Opuntia fícus-indica (L.) Mill.).21, 22 Além de suas propriedades 

corantes naturais, que atraíram o interesse da indústria alimentícia, para o uso desses 

pigmentos como corantes para alimentos8, as betalaínas possuem alto potencial como 

antioxidantes, superior à de muitos flavonoides, do ácido ascórbico, da vitamina E, e de 

seu análogo Trolox.8, 23-25 

 A biossíntese de betalaínas ocorre a partir da L-tirosina, e pode ser resumida em 

quatro etapas, das quais duas requerem catálise enzimática (Esquema 1). A L-tirosina é 

convertida à L-DOPA, por meio de uma reação de hidroxilação, catalisada por uma 

enzima do citocromo P450. O anel da L-DOPA sofre uma reação de clivagem oxidativa 

pela enzima L-DOPA 4,5-dioxigenase (DODA) para formação de L-4,5-seco-DOPA. A 

ciclização de L-4,5-seco-DOPA ocorre espontaneamente sob condições aquosas ácidas, 

para formação de ácido betalâmico, a partir do qual resultam as betalaínas.26 
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Esquema 1. Biossíntese simplificada de betalaínas. A formação das duas classes de betalaínas 
ocorre de forma espontânea, tanto in vivo quanto in vitro, a partir do acoplamento do ácido 
betalâmico com derivados de ciclo-DOPA e aminoácidos ou aminas. A letra “E” sobre as setas 
indica transformações enzimáticas. 

 O sistema conjugado 1,7-diaza-heptametínio presente nas betalaínas é 

responsável, de forma geral, pela cor, emissão de fluorescência e pelas propriedades 

antioxidantes desses compostos.8, 25 No entanto, mudanças estruturais na porção superior 

desses compostos, proveniente dos aminoácidos ou aminas, podem modular essas 

propriedades, inclusive a estabilidade das betalaínas, que são compostos sujeitos à 

hidrólise, descarboxilação e oxidação.27-29 Betalaínas naturais são menos estáveis que 

corantes sintéticos e as suas cores e outras propriedades são afetadas por fatores externos, 

como ácidos e bases fortes, luz intensa, alta temperatura e presença de oxigênio, que 

podem acelerar o processo de degradação desses compostos.19 Apesar dessa 

desvantagem, as betalaínas são estáveis em uma faixa de pH mais ampla do que as 

antocianinas e podem ser estabilizadas por encapsulação.14, 30 

 Qualquer um dos 220 aminoácidos encontrados em plantas pode, potencialmente, 

dar origem a betaxantinas.31 De acordo com Khan e Giridhar, 75 betalaínas já foram 

identificadas a partir de fontes naturais, sendo 32 delas betaxantinas.16 A primeira 

betaxantina derivada de um aminoácido proteinogênico foi identificada há quase 60 

anos22 e, embora 19 betaxantinas provenientes desses aminoácidos já tenham sido 

identificas e alguns estudos para investigar as propriedades desses compostos já tenham 



 29 

sido realizados, não existe na literatura um estudo sistemático das propriedades desses 

compostos puros, e sua possível relação com a estrutura desses compostos. Nas próximas 

seções será apresentada uma breve revisão sobre as fontes naturais dessas betaxantinas e 

sua identificação nessas fontes, e um compilado dos dados disponíveis na literatura sobre 

algumas de suas propriedades como, emissão de fluorescência, potencial antioxidante e 

sua estabilidade. 

1.3. Betaxantinas derivadas de aminoácidos proteinogênicos 

 Nos estudos iniciais de identificação do perfil de betalaínas encontrados em fontes 

naturais, técnicas como eletroforese, cromatografia de camada delgada (TLC),21, 22, 32, 33 

majoritariamente utilizadas, e cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC)34 eram 

empregadas. Técnicas como LC-MS e a utilização de padrões de betalaínas 

semissintetizadas a partir do ácido betalâmico permitiram a identificação de um número 

muito maior de betalaínas. Além disso, o uso dessas técnicas permitiu investigar de forma 

mais detalhada o perfil dos pigmentos em fontes naturais estudadas anteriormente e 

descobrir betalaínas em fontes nas quais elas não haviam sido reportadas ainda.20, 35-39 

 Indicaxantina (Pro-Bx) é uma das betaxantinas naturais mais conhecidas e 

estudadas. Ela foi a primeira betaxantina a ser isolada e identificada, a partir de extratos 

aquosos do fruto da opuntia [Opuntia ficus-indica (L.) Mill.; Figura 3(b)], no qual está 

presente majoritariamente.22 A estrutura de Pro-Bx foi confirmada por meio de análise de  

RMN de 1H que demonstrou que ela consiste em uma mistura de dois estereoisômeros 

(E/Z),40 e de LC-HRMS com m/z de 309,1080.36, 41 Os primeiros dados de RMN de 13C 

da Pro-Bx só foram reportados mais de vinte anos depois, obtidos a partir de Pro-Bx 

isolada da opuntia e derivados de experimentos de gHSQC e gHMQC, nos quais foram 

identificados quatro isômeros de Pro-Bx.42 Além da opuntia, Pro-Bx já foi encontrada em 
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diversas outras fontes naturais, como nas flores de maravilha e primavera, nas beterrabas 

amarela e vermelha e na acelga.20, 32, 36, 37, 39 

 A partir de extratos aquosos de beterraba vermelha [Beta vulgaris L; Figura 3(a)], 

foram isoladas e caracterizadas as betaxantinas Gln-Bx e Glu-Bx, denominadas 

vulgaxantina I e vulgaxantina II, respectivamente.21 Essas betaxantinas foram 

encontradas também em extratos de beterraba amarela [B. vulgaris; Figura 3(a)] 

analisados por HPLC, além de Pro-Bx e ácido betalâmico.33, 34 

 Asp-Bx (miraxantina-II) e DA-Bx (miraxantina-V) foram isoladas e identificadas 

a partir de extratos de flores de maravilha [Mirabilis jalapa L.; Figura 3(d)], além das 

betaxantinas já identificadas anteriormente, Pro-Bx e Gln-Bx. DA-Bx foi obtida em 

quantidade suficiente para que sua estrutura fosse confirmada por análise de RMN de 1H 

32 e RMN de 13C, a partir dos quais foram identificados quatro isômeros de DA-Bx.42 

Além disso, análise de espectrometria de massas de alta resolução (LC-ESI-TOF-MS) 

forneceu um m/z de 347,1264, e os fragmentos de íons de m/z 303, m/z 301, m/z 257 e 

m/z 255 (Collision Induced Dissociation, CID), completaram a caracterização estrutural 

de DA-Bx.35, 43 

 DOPA-Bx foi isolada e caracterizada das pétalas de flores da planta com folhas 

de língua (tongue-leaf plant, Glottiphyllum longum N.E.Br.; Figura 3(k)).44 Resultados 

obtidos posteriormente por análises de HPLC determinaram que a DOPA-Bx é o único 

pigmento presente nas flores dessa espécie.45 Essa betaxantina também é o único 

pigmento encontrado nas flores amarelas do cacto-margarida (Lampranthus productus 

N.E.Br.; Figura 3(e)).3 Essa composição única de pigmento não é comum entre as fontes 

naturais de betaxantinas, nas quais geralmente são encontradas misturas de pigmentos. 
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 His-Bx, conhecida como muscaurina VII, foi identificada pela primeira vez em 

extratos do píleo (chapéu) de cogumelos de agário-das-moscas [Amanita muscaria; 

Figura 3(l)]. 46 Em uma outra investigação do perfil dos pigmentos presentes no agário-

das-moscas, realizada por HPLC acoplado a espectrometria massas, foi reportada a 

presença de Ala-Bx, DOPA-Bx, Phe-Bx, Ser-Bx, Thr-Bx e Trp-Bx.17 

 Tyr-Bx e Gly-Bx foram identificadas nas pétalas de flores de onze-horas 

[Portulaca grandiflora Hook.; Figura 3(i)] e denominadas portulacaxantina II e III, 

respectivamente. Ainda nas pétalas dessas flores foram encontradas as betaxantinas já 

conhecidas, DA-Bx, Gln-Bx e DOPA-Bx.31, 47 O espectro de RMN de 1H de Tyr-Bx 

apresentou sinais típicos de ácido betalâmico e tirosina, confirmando a estrutura dessa 

betaxantina.31 Espectros de massas obtidos posteriormente confirmaram a identidade 

desses compostos.37 

 A análise das betaxantinas presentes em culturas de “hairy roots” de beterraba 

amarela (Beta vulgaris var. lutea) permitiram a identificação de Asn-Bx (vulgaxantina 

III) e Leu-Bx (vulgaxantina IV), como novas betaxantinas naturais.48 Análises de 

espectrometria de massas forneceram os valores de m/z de 326 para Asn-Bx37 e de 325 

para Leu-Bx.36 Ainda, as betaxantinas Tyr-Bx e Gln-Bx, identificadas como majoritárias, 

e His-Bx, Pro-Bx, DOPA-Bx e Glu-Bx também foram encontradas.48 

 As betaxantinas DA-Bx e Trp-Bx foram identificadas em duas variedades de 

flores de Celosia, a crista-de-galo [Celosia argentea var. cristata (L.) Kuntze; Figura 

3(g)] e a crista plumosa [Celosia plumosa Hort. ex Burvenich; Figura 3(h)]. Esse foi o 

primeiro relato da ocorrência de Trp-Bx. A análise de espectrometria de massas de alta 

resolução (LC-ESI-TOF-MS) forneceu um m/z de 398,1327, e os fragmentos de íons de 

m/z 211 e m/z 188 (CID) confirmaram a estrutura de Trp-Bx.35 
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 A análise de extratos de opuntia e beterraba amarela por HPLC-MS permitiram 

uma melhor separação e identificação da mistura de betalaínas presentes nessas plantas. 

Na beterraba amarela, Gln-Bx foi o composto majoritário encontrado, e na opuntia, a  

Pro-Bx foi a betalaína encontrada majoritariamente, confirmando resultados obtidos 

anteriormente.22, 33 Leu-Bx, DA-Bx e Trp-Bx foram detectadas pela primeira vez em 

beterrabas amarelas. Quatro betaxantinas, encontradas tanto na opuntia quanto na 

beterraba amarela foram reportadas como naturais pela primeira vez: Ile-Bx, Phe-Bx,  

Ser-Bx e Val-Bx. A identidade das betaxantinas foi confirmada por HPLC-MS.36  

Met-Bx também foi reportada como uma betalaína genuína pela primeira vez nos frutos 

da opuntia. A análise HPLC-MS (m/z de 343), e a comparação do tempo de retenção com 

o composto de referência semissintetizado a partir do ácido betalâmico e da L-metionina, 

confirmaram a identidade dessa betaxantina.38 

 Ala-Bx foi identificada e reportada pela primeira vez como uma betalaína natural 

nos pecíolos de acelga [Beta vulgaris L. ssp. cicla; Figura 3(c)]. No total, dezenove 

betaxantinas foram identificadas por LC-MS nos pecíolos de acelga, em comparação com 

betaxantinas de referência semissintetizadas. DA-Bx e Gln-Bx foram as betaxantinas 

majoritárias encontradas nessa fonte.37 

 Nas flores da perpétua [ou amaranto-globoso, Gomphrena globosa L.; Figura 

3(f)], His-Bx foi identificada como o pigmento predominante e a Arg-Bx foi reportada 

como uma betaxantina natural pela primeira vez. Já nas flores da primavera 

[Bougainvillea spectabilis Willd.; Figura 3(j)], DOPA-Bx é a betaxantina majoritária, e 

Lys-Bx foi observada naturalmente pela primeira vez. A comparação dos espectros de 

massas e dos tempos de retenção com betaxantinas de referência semissintetizadas 

confirmaram a identidade das betaxantinas reportadas.20 No entanto, como a lisina possui 
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em sua estrutura um grupo α-NH2 e um grupo ε-NH2, a sua reação com ácido betalâmico 

resulta em dois adutos, ambos com m/z 340, mas com máximos de absorção e tempos de 

retenção diferentes. Embora o tempo de retenção do pigmento identificado como Lys-Bx 

coincida com apenas um dos picos identificados na análise cromatográfica do padrão de 

Lys-Bx semissintetizado, a estrutura exata desse pigmento permanece desconhecida.20, 39 

 A Thr-Bx foi a última das betaxantinas estudadas nesse trabalho a ser reportada 

como uma betalaína natural. Uma nova investigação da composição de betalaínas nas 

beterrabas vermelha e amarela, na acelga amarela e no fruto da opuntia por meio de 

análises de HPLC-MS revelou a presença de um número muito maior de betaxantinas 

nessas fontes do que havia sido reportado até o momento. Na beterraba vermelha, além 

de Gln-Bx, Glu-Bx e Pro-Bx, já identificadas anteriormente, vinte e uma outras 

betaxantinas foram encontradas, incluindo a Thr-Bx. Na análise da beterraba amarela, as 

mesmas betaxantinas encontradas na variedade vermelha foram identificadas. Em ambas 

as variedades, as betaxantinas majoritárias são as mesmas: Gln-Bx e DA-Bx. Essa 

similaridade na composição enfatiza a proximidade da relação filogenética entre essas 

duas variedades de beterrabas. Uma observação interessante é que, ao contrário do que 

se pode intuir pela coloração das beterrabas, a beterraba vermelha possui uma quantidade 

maior de betaxantinas (cerca de 2 vezes maior) do que a beterraba amarela.39 

 Apesar das técnicas que permitem análises mais precisas da composição dos 

pigmentos presentes em fontes naturais, ainda não foi reportada uma betaxantina derivada 

do aminoácido cisteína, que já foi utilizado para preservar betalaínas em cortes de 

beterrabas frescas.49 Algumas tentativas de semissíntese a partir de ácido betalâmico e 

cisteína foram realizadas.43, 47, 50 No entanto, não existe, até o momento, uma elucidação 

da estrutura da betaxantina obtida a partir da reação de ácido betalâmico com a cisteína. 
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A Tabela 1 apresenta um resumo das fontes naturais nas quais as betaxantinas estudadas 

nesse trabalho foram encontradas até o momento, suas estruturas e os métodos pelos quais 

elas já foram caracterizadas. 

 

Figura 3. Fontes de betaxantinas. (a) Beterrabas vermelha, amarela e listrada (Beta vulgaris L.); (b) Fruto 
da opuntia (Opuntia ficus-indica (L.) Mill.); (c) Acelga colorida (Beta vulgaris var. cicla (L.) Voss); (d) 
Maravilha (Mirabilis jalapa L.); (e) Cacto margarida (Lampranthus productus N.E.Br.); (f) Perpétua ou 
amaranto globoso (Gomphrena globosa L.); (g) Crista de galo (Celosia argentea var. cristata (L.) Kuntze); 
(h) Crista plumosa (Celosia plumosa Hort. ex Burvenich); (i) Onze-horas (Portulaca grandiflora Hook.); 
(j) Primavera (Bougainvillea spectabilis Willd.); (k) Planta com folhas de língua (tongue-leaf plant; 
Glottiphyllum longum N.E.Br.); (l) Agário das moscas (Amanita muscaria); (m) Rivina (Rivina humilis L.); 
(n) Quinoa (Chenopodium quinoa); (o) Djulis (Chenopodium formosanum); (p) Uluco (Ullucus tuberosus 
Caldas). As referências das imagens estão na Tabela Anexo 1. 
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Tabela 1. Fontes de betaxantinas naturais, suas estruturas simplificadas e métodos pelos quais já foram caracterizadas. 

Betaxantinas Estrutura Fontesa Ref. Caracterização 

• Ala-Bx 
• Alanina-betaxantina  

Acelga,37 agário-das-moscas,17 beterraba amarela e vermelha, 
opuntia39 e djulis.41 

• MS37 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Arg-Bx 
• Arginina-betaxantina 

 

Perpétua,20 opuntia,52 beterraba amarela, vermelha e listrada,51 
e uluco.53 

• MS20 
• HRMS51 

• Asn-Bx 
• Asparagina-betaxantina 
• Vulgaxantina III 

 

Raízes de beterraba amarela (hairy roots),48 acelga,37 beterraba 
amarela, vermelha39 e listrada51 e uluco.53 

• MS37 
• HRMS51 

• Asp-Bx 
• Ácido aspártico-betaxantina 
• Miraxantina II 

 

Maravilha,32 agário-das-moscas,46 acelga,39 opuntia,52 
beterraba amarela, vermelha e listrada,51 djulis,41 uluco53 e 
rivina.54 

• UV-Vis32 
• MS39 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• DA-Bx 
• Dopamina-betaxantina 
• Miraxantina V 

 

Maravilha,32 onze-horas,31 crista-de-galo e crista plumosa,35 
beterraba amarela,36 vermelha39 e listrada,51 acelga,37 quinoa,55 
djulis,41 uluco53 e rivina.54 

• UV-Vis e RMN de 
1H32 

• RMN de 1H e  
RMN 13C42 

• MS/MS35, 43 
• HRMS35, 51 
• HRMS/MS41 
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• Gln-Bx 
• Glutamina-betaxantina 
• Vulgaxantina I 

 

Beterraba vermelha,21 maravilha,32 agário-das-moscas,46 onze-
horas,31 raízes de beterraba amarela (hairy roots),48 beterraba 
amarela36 e listrada,51 opuntia,36 acelga,37 perpétua e 
primavera,20 djulis,41 uluco53 e rivina.54 

• UV-Vis e IR21 
• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Glu-Bx 
• Ácido glutâmico-betaxantina 
• Vulgaxantina II 

 

Beterraba vermelha,21 agário-das-moscas,46 raízes de beterraba 
amarela (hairy roots),48 acelga,37 opuntia,39 beterraba amarela 
e listrada,51 djulis,41 uluco53 e rivina.54 

• UV-Vis e IR21 
• MS37 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Gly-Bx 
• Glicina-betaxantina 
• Portulacaxantina III  

Onze-horas,31 acelga,37 beterraba amarela e vermelha39 e 
djulis.41 

• UV-Vis31 
• MS37 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• His-Bx 
• Histidina-betaxantina 
• Muscaurina VII 

 

Agário-das-moscas,46 raízes de beterraba amarela (hairy 
roots),48 acelga,37 opuntia,38 perpétua e primavera,20 beterraba 
amarela, vermelha39 e listrada,51 djulis41 e uluco.53 

• MS37 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Ile-Bx 
• Isoleucina-betaxantina 

 

Beterraba amarela e opuntia,36 acelga,37 perpétua,20 beterraba 
vermelha39 e listrada,51 djulis41 e uluco.53 

• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• DOPA-Bx 
• DOPA-betaxantina 
• Dopaxantina 

 

Planta com folhas de língua (tongue-leaf plant),44 onze-
horas,31 raízes de beterraba amarela (hairy roots),48 cacto-
margarida,45 primavera,20 agário-das-moscas,17 beterraba 
amarela e vermelha, acelga,39 quinoa,55 djulis41, uluco53 e 
rivina.54 

• UV-Vis44 
• MS20 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Leu-Bx 
• Leucina-betaxantina 
• Vulgaxantina IV 

 

Raízes de beterraba amarela (hairy roots),48 beterraba 
amarela,39 opuntia,36 acelga,37 primavera,20 beterraba vermelha 
e listrada,51 djulis41 e uluco.53 

• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 
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• Lys-Bx 
• Lisina-betaxantina Desconhecida Perpétua e primavera,20 beterraba amarela e vermelha e 

acelga,39 e uluco.53 
• MS20 
• MS/MS56 

• Met-Bx 
• Metionina-betaxantina 

 

Opuntia,38 beterraba amarela e vermelha, acelga,39 djulis41 e 
uluco.53 

• MS/MS38 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Phe-Bx 
• Fenilalanina-betaxantina 

 

Beterraba amarela e opuntia,36 acelga,37 primavera,20 agário-
das-moscas,17 beterraba vermelha,39 djulis41 e uluco.53 

• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Pro-Bx 
• Prolina-betaxantina 
• Indicaxantina  

Opuntia,22 maravilha,32 agário-das-moscas,46 raízes de 
beterraba amarela (hairy roots),48 beterraba amarela,36 
acelga,37 primavera,20 beterraba vermelha,39 quinoa,55 djulis,41 
uluco53 e rivina.54 

• UV-Vis e IR22 
• RMN de 1H22, 40 
• RMN de 1H e  

RMN de 13C42 
• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Ser-Bx 
• Serina-betaxantina 

 

Beterraba amarela e opuntia,36 acelga,37 agário-das-moscas,17 
beterraba amarela, vermelha39 e listrada,51 djulis41 e uluco.53 

• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Thr-Bx 
• Treonina-betaxantina 

 

Beterraba amarela e vermelha, e acelga,39 agário-das-
moscas,17 djulis41 e uluco.53 

• MS39 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Trp-Bx 
• Triptofano-betaxantina 

 

Crista-de-galo e crista plumosa,35 acelga,37 perpétua e 
primavera,20 agário-das-moscas,17 opuntia,39 beterraba 
amarela, vermelha e listrada51 e djulis.41 

• MS/MS35 
• HRMS35, 51 
• HRMS/MS41 
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• Tyr-Bx 
• Tirosina-betaxantina 
• Portulacaxantina II 

 

Onze-horas,31 raízes de beterraba amarela (hairy roots),48 
acelga,37 primavera,20 opuntia,39 beterraba amarela, vermelha 
e listrada,51 djulis,41 uluco53 e rivina.54 

• UV-Vis e RMN de 1H 
200 MHz (CD3CD)31 

• MS37 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

• Val-Bx 
• Valina-betaxantina 

 

Beterraba amarela e opuntia,36 acelga,37 beterraba vermelha e 
listrada,51 djulis41 e uluco.53 

• MS36 
• HRMS51 
• HRMS/MS41 

a As fontes sublinhadas indicam as fontes nas quais as betaxantinas foram reportadas pela primeira vez. A Tabela Anexo 1 apresenta os nomes científicos das fontes de 
betaxantinas.
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1.4. A fluorescência de betaxantinas encontradas em flores 

 Betaxantinas são mais fluorescentes que betacianinas e, embora o rendimento 

quântico de fluorescência (ΦFl) desses pigmentos seja baixo (inferior a 0,01), pétalas das 

variedades amarelas das flores onze-horas (Portulaca grandiflora Hook.), maravilha 

(Mirabilis jalapa L.) e do cacto-margarida (Lampranthus productus N.E.Br.) emitem luz 

verde quando irradiadas com luz azul.3, 5, 57  

 O sistema 1,7-diaza-heptametínio é o cromóforo de todas as betalaínas.3, 57 Trata-

se de um sistema imino-enamino conjugado que lembra aquele de corantes polimetínicos 

como as cianinas. Algumas características dos aminoácidos ou aminas precursores das 

betaxantinas podem aumentar ou diminuir a fluorescência desses compostos. De forma 

geral, grupos retiradores de densidade eletrônica aumentam a fluorescência de 

betaxantinas, como observado para a miraxantina I, derivada da metionina sulfóxido, e 

que possui o maior rendimento quântico de fluorescência (ΦFl = 0,0084)58 reportado para 

betaxantinas até o momento (DA-Bx: ΦFl = 0,003; Gln-Bx: ΦFl = 0,0073 e Pro-Bx: ΦFl = 

0,0053).59-61 

 A presença do grupo ácido carboxílico nas betaxantinas derivadas da L-DOPA e 

da tirosina aumentam a intensidade da emissão de fluorescência com relação aos seus 

pares descarboxilados.8 Um efeito similar é observado para as betalaínas semissintéticas 

derivadas de cumarinas. A substituição do grupo metila (doador de elétrons) na cBeet120 

pelo grupo retirador de elétrons trifluorometila na cBeet151 aumenta seu rendimento 

quântico (ΦFl = 0,021) em comparação ao determinado para a cBeet120 (ΦFl = 0,006).62 

Em contrapartida, grupos doadores de elétrons parecem ter um efeito contrário sobre a 

emissão de fluorescência de betaxantinas, como observado pela redução na intensidade 

da emissão relativa da DOPA-Bx, em comparação à Phe-Bx.8 
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 Além disso, outras considerações estruturais também podem ser levadas em 

consideração com relação aos diferentes grupos presentes nas betaxantinas, como a 

habilidade em formar ligações de hidrogênio intramoleculares. A presença dessas 

ligações na miraxantina I poderia suprimir movimentos de torções das ligações centrais 

dessa molécula, tornando-a mais rígida, o que explicaria a diminuição da perda de energia 

pela via não-radiativa observada para essa molécula e confirmada pelo seu rendimento 

quântico de fluorescência superior.58 O mesmo foi observado para betacianinas nas quais 

a presença de ligações de hidrogênio intramoleculares aumentaram o tempo de vida do 

estado S1.63 

 Estudos realizados com Pro-Bx, Gln-Bx e DA-Bx por meio de espectroscopia de 

absorção transiente mostram que a conversão interna S1-S0 e a fluorescência são os únicos 

canais de desativação para o estado excitado S1, que é desativado principalmente pela via 

não radiativa, visto que os rendimentos quânticos de fluorescência desses compostos são 

baixos, com uma pequena contribuição da fluorescência. Ou seja, não ocorre competição 

do cruzamento interssistemas S1 → T1 e nem formação de fotoprodutos. O aumento da 

viscosidade do solvente resulta em um aumento tanto no tempo de meia-vida do estado 

S1 quanto no ΦFl. Esses resultados sugerem que a desativação do estado S1 ocorre por 

uma intersecção cônica para o estado fundamental e que o cruzamento da superfície 

potencial depende de relaxação vibracional. Além disso, os ΦFls desses compostos in vivo 

podem ser maiores do que os obtidos para os compostos purificados, devido ao 

confinamento local.59-61 

 Nas plantas, as cores atuam como sinalizadores para comunicação com outras 

espécies, como por exemplo, na atração de animais polinizadores e dispersores de 

sementes. No entanto, a relevância da emissão de fluorescência na sinalização de plantas 
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ainda é uma questão em debate.64 Por outro lado, essa propriedade das betalaínas tem sido 

explorada em outros aspectos. O uso de detectores de fluorescência na identificação e 

quantificação de betalaínas em misturas complexas de extratos de plantas após a 

separação cromatográfica foi a primeira aplicação da fluorescência desses compostos, e 

permitiu a determinação de traços de betaxantinas em plantas de coloração branca.6 A 

reação entre ácido betalâmico e aminas fluorescentes permite a obtenção de pseudo-

betalaínas mais fluorescentes que as naturais, como no caso da cBeet120, formada a partir 

do acoplamento de ácido betalâmico e 7-amino-4-metilcumarina, que foi utilizada como 

sonda fluorescente na detecção de eritrócitos infectados por Plasmodium spp., o agente 

causador da malária.65 A propriedade de fluorescência natural de betaxantinas foi também 

aplicada no modelo animal Caenorhabditis elegans, em que após sete dias de incubação 

desses animais com betalaínas, pela localização da emissão de fluorescência, foi possível 

determinar que a betalaína foi acumulada no sistema digestivo, o que indica que ela foi 

incorporada no organismo por meio da alimentação.66 

1.5. Betaxantinas são antioxidantes e agentes terapêuticos  

 O aumento gradual dos níveis de oxigênio na atmosfera obrigou os organismos 

vivos primordiais a fixar em seu código genético códons para aminoácidos capazes de 

enfrentar os desafios impostos pelas espécies reativas de oxigênio às suas células. Ou 

seja, propriedades funcionais, além de propriedades estruturais, foram decisivas durante 

a finalização do código genético universal. Os aminoácidos triptofano, tirosina, 

metionina, e cisteína, por exemplo, são mais reativos frente a radicais peroxila do que os 

aminoácidos que apareceram mais cedo, como fenilalanina, ácido glutâmico e prolina.67 

Assim, a diversificação do repertório de aminoácidos forneceu aos organismos vivos as 

ferramentas necessárias para se adaptar ao estresse biótico e abiótico, e também suas 
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cores.68 Pigmentos naturais biossintetizados a partir de aminoácidos frequentemente 

possuem atividades antioxidantes, e são aplicados como aditivos seguros para alimentos 

e cosméticos. As betalaínas são pigmentos nos quais os aminoácidos são incorporados de 

forma direta durante a biossíntese, sem sofrer descarboxilação, desaminação, ou outras 

grandes mudanças, exceto pelo grupo amino que se torna parte do sistema conjugado 

imina-enamina. Ou seja, a semelhança estrutural com seus aminoácidos precursores é 

mantida nesses compostos.69 

 Antioxidantes são, de forma geral, compostos capazes de diminuir níveis elevados 

de espécies reativas de oxigênio, nitrogênio e enxofre, prevenindo a atividade prejudicial 

que o acúmulo descontrolado dessas espécies pode gerar em organismos vivos. Esses 

compostos são um grupo heterogêneo de moléculas capazes de reduzir o estresse 

oxidativo de diferentes maneiras. Os antioxidantes de quebra de cadeia (chain breakers) 

interagem diretamente com as espécies radicais, formando espécies mais estáveis e menos 

prejudicais para as células, finalizando as reações em cadeia. Os antioxidantes também 

podem atuar na prevenção do estresse oxidativo, por exemplo, por meio da quelação de 

metais, especialmente ferro e cobre que participam da reação de Fenton, ou da regulação 

de enzimas responsáveis pela formação de radicais. Compostos capazes de regenerar 

antioxidantes biológicos ou de absorver luz UV também atuam na prevenção do estresse 

oxidativo. Ainda, compostos capazes de reparar o dano oxidativo causado em 

biomoléculas também são considerados como compostos antioxidantes.70 

 A maioria dos estudos sobre capacidade antioxidante de betalaínas são baseados 

em ensaios de sequestro de radicais ABTS ou DPPH, e FRAP, e demonstram que, de 

forma geral, as betalaínas possuem capacidade antioxidante superior à de antioxidantes 

conhecidos, como ácido ascórbico, ácido gálico e Trolox. No entanto, boa parte desses 
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estudos demonstram o potencial antioxidante e os benefícios das propriedades 

nutricionais de extratos de betalaínas, ou seja, misturas de betalaínas e não betalaínas 

purificadas.71 O conteúdo de antioxidantes em alimentos e capacidade antioxidante total 

relacionada a esse conteúdo são aspectos importantes da qualidade e funcionalidade dos 

alimentos, e são usadas na promoção do consumo de alimentos com alto potencial 

antioxidante. Como betalaínas são antioxidantes, a medida da capacidade antioxidante 

total de produtos que contém betalaínas é relevante.51 Contudo, a presença de outros 

compostos presentes nas fontes analisadas que podem interferir nos resultados não pode 

ser descartada. Além disso, o uso de extratos de betalaínas pode estar relacionado a baixa 

disponibilidade desses compostos em fontes naturais e/ou a dificuldade na obtenção 

desses compostos em quantidades suficientes para realização dos ensaios necessários 

mesmo por meio de procedimentos de semissíntese. A análise de compostos purificados 

permite a caracterização do real papel de cada um desses compostos, além de correlações 

com suas estruturas. 

 Escribano e colaboradores foram os primeiros a investigar a capacidade 

antiradicalar de betalaínas, a partir de extratos de betacianinas (mistura de betanina e 

betanidina) e betaxantinas (mistura de Gln-Bx e Glu-Bx, vulgaxantina I e II, 

respectivamente) presentes na beterraba vermelha, e concluíram que as betacianinas 

possuem uma capacidade de sequestrar radicais ABTS consideravelmente maior do que 

as betaxantinas. Os autores também mostraram que essa capacidade é fortemente afetada 

pelo pH do meio, que é maior em meios neutros e básicos.23 Esse estudo despertou o 

interesse na atividade antioxidante desses compostos, e diversos outros estudos foram 

realizados para investigar essa propriedade das betalaínas, a partir de extratos de 
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beterraba,51, 72, 73 frutos da opuntia8, 74-77 e flores da crista plumosa (C. argentea var. 

plumosa).78 

 Estudos sobre a relação entre as estruturas de betalaínas naturais e pseudo-naturais 

e suas capacidades de sequestrar radicais demonstraram que, embora exista uma relação 

entre a presença de grupos hidroxila fenólicos na estrutura das betalaínas e sua capacidade 

antioxidante, existe também uma “atividade intrínseca” que não está relacionada à 

presença de aromaticidade ou grupos hidroxila na estrutura das betalaínas, mas que pode 

estar associada ao sistema de ressonância no 1,7-diaza-heptametínio, e ser comum a todas 

as betalaínas.74 A presença de grupos hidroxila na molécula aumenta a capacidade 

antioxidante das betalaínas, como reportado para DA-Bx (TEAC = 5,8), que possui dois 

grupos hidroxila, e um valor de TEAC superior ao encontrado para o galato de 

epigalocatequina (TEAC = 4,8), um eficiente antioxidante extraído do chá verde.79, 80. A 

extensão da conjugação da porção betalâmica com um anel aromático também aumenta 

a capacidade antioxidante de betalaínas, enquanto a presença de carga positiva em 

betaxantinas derivadas de aminas secundárias diminui o valor do TEAC obtido para essas 

betalaínas em comparação com betaxantinas primárias de estrutura semelhante.8 

 De forma geral, o pH possui um efeito significativo na capacidade antioxidante 

das betalaínas, para as quais ocorre um aumento nos valores de TEAC obtidos a partir de 

pH 5,5, em comparação com os valores obtidos em meio ácido, entre pH 3,5 e 5, nos 

quais os valores se mantém muito similares. Essa dependência do pH sugere a existência 

de um equilíbrio de protonação que afeta a capacidade antioxidante desses compostos. 

Embora alguns grupos possuam efeitos significativos sobre a capacidade antioxidante das 

betalaínas, um efeito similar do pH é observado para todas elas, independente da natureza 

da amina ou aminoácido precursor.8, 74 
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 A capacidade do ácido betalâmico, unidade estrutural comum a todas as 

betalaínas, em sequestrar radicais ABTS é equivalente a do antioxidante resveratrol81 e 

similar a das betalaínas com as estruturas mais simples.8, 74 Esses resultados demonstram 

que a capacidade antiradical das betalaínas está relacionada ao sistema conjugado 

proveniente da porção betalâmica dessas moléculas. Além disso, foi encontrado um valor 

de pKa de 6,8 para o ácido betalâmico, que pode estar relacionado com o efeito do pH na 

capacidade das betalaínas em sequestrar radicais das betalaínas.25 

 Embora Sekiguchi e coautores tenham semissintetizado dezenove betaxantinas 

derivadas de aminoácidos proteinogênicos, apenas a atividade antioxidante de Pro-Bx e 

DA-Bx foi determinada.50 Gln-Bx demonstrou possuir maior potencial antioxidante que 

Pro-Bx em três ensaios diferentes: ABTS, DPPH e FRAP. Em um ensaio para determinar 

as propriedades de sequestro de radicais hidroxila (HORSA), Gln-Bx apresentou uma 

atividade para sequestrar radicais hidroxila 31,4% maior que a indicaxantina.82 Esses 

resultados estão de acordo com estudos anteriores que apontam que a presença do grupo 

imino carregado positivamente na indicaxantina pode diminuir a capacidade antioxidante 

da molécula.8, 82 

 A capacidade antioxidante de nove betaxantinas derivadas de aminoácidos 

proteinogênicos e uma pseudo-natural foi testada por métodos in vitro e in vivo, no 

modelo animal C. elegans. Embora os efeitos antioxidantes observados in vitro e in vivo 

não se relacionem quantitativamente, apenas duas betaxantinas estudadas (Glu-Bx e Val-

Bx) falharam em diminuir o estresse oxidativo no ensaio in vivo. O efeito antioxidante 

também foi relacionado com o aumento do tempo de vida do C. elegans. As betalaínas 

com os maiores efeitos antioxidantes in vivo também foram as que mais aumentaram a 

vida do C. elegans, o que, de acordo com os autores é devido à redução do estresse 
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oxidativo e à ativação dos fatores de transcrição DAF-16/FOXO e SKN-1/Nrf2. Esses 

fatores estão relacionados à longevidade e às vias de resistência de estresse oxidativo. 

Tanto betalaínas naturais quanto pseudo-naturais apresentaram efeitos positivos.83 

 A absorção e a biodisponibilidade são questões importantes quando se considera 

o potencial efeito de antioxidantes dietéticos sobre a saúde. A biodisponibilidade de 

betalaínas foi demonstrada por meio do consumo de suco de beterraba e de frutos de 

opuntia frescos.76, 84 Betanina e indicaxantina, presentes na beterraba e na opuntia, foram 

detectadas na corrente sanguínea após a ingestão desses alimentos e extratos de LDL 

isolados após a ingestão demonstraram que ambas as betalaínas foram incorporadas nas 

lipoproteínas e podem estar envolvidas na proteção de LDL contra modificações 

oxidativas induzidas ex-vivo. 

 A suplementação de curto prazo da alimentação de pessoas saudáveis com frutos 

da opuntia comparada com a suplementação com vitamina C, o único outro componente 

antioxidante encontrado nesses frutos além das betalaínas, melhora consideravelmente o 

status de estresse oxidativo de indivíduos saudáveis, constatado pela redução de 

marcadores de dano oxidativo de lipídeos no plasma, concentrações mais altas dos 

principais antioxidantes plasmáticos e melhora no estado redox dos eritrócitos. A 

suplementação em doses comparáveis com vitamina C aumenta a defesa antioxidante de 

forma geral, mas não afeta significativamente o estresse oxidativo.85 

 Um extenso trabalho já foi realizado na investigação da atividade biológica de 

indicaxantina (Pro-Bx),86 que não está relacionada apenas às suas propriedades redutoras 

e antioxidantes,75, 76, 87 mas que inclui também propriedades anti-inflamatórias, efeitos 

antitumorais e antiproliferativos e efeitos neuromoduladores. Indicaxantina é, inclusive, 

capaz de permear a barreira hematoencefálica, se acumular no cérebro de ratos, e modular 
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a atividade bioelétrica de neurônios in vivo.88 Esses resultados demonstram a extensão da 

absorção e biodisponibilidade desse composto, que contribuem para o aumento de 

possibilidades de aplicações da indicaxantina e refletem o potencial das betalaínas, de 

forma geral. 

1.6. Betalaínas são lábeis 

 Apesar de seu potencial antioxidante, a estabilidade das betalaínas pode ser uma 

desvantagem nas possíveis aplicações desses compostos. De forma geral, a estabilidade 

das betalaínas é afetada por alguns fatores como a temperatura, pH,89 oxigênio, presença 

de luz19, 90 e atividade de água.91, 92 No entanto, a maioria dos estudos sobre a establidade 

química de betalaínas foram realizados com suco de beterraba, extratos de opuntia e 

betanina, e poucas informações sobre a estabilidade de outras betalaínas estão disponíveis 

na literatura.93-98 

 Embora a maioria das betalaínas seja solúvel somente em água ou solventes 

orgânicos polares próticos (e.g., metanol, etanol, 2,2,2-trifluoroetanol (TFE)), estes 

pigmentos são sensíveis a hidrólise, na qual ocorre quebra da ligação aldimínica, 

resultando em ácido betalâmico e amina precursora (Esquema 2).19 Valores similares para 

a constante cinética observada (kobs) para a decomposição tanto de betanina quanto de 

indicaxantina, e a formação de ácido betalâmico sugere que a hidrólise é a via principal 

para a decomposição dessas betalaínas em toda a faixa de pH (2 – 11). A curva obtida a 

partir da correlação dos valores de kobs com o pH mostra que a hidrólise de betanina e 

indicaxantina, e a consequente formação de HBt, são mais rápidas em condições ácidas e 

básicas, em comparação a condições neutras.89, 99 O formato de sino invertido da curva 

de betanina revelou a ocorrência de catálise ácida e básica específica, separadas por uma 

faixa de pH-independente, caracterizada pela ocorrência de catálise básica geral. 89 Esse 
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perfil é relatado na literatura para ocorrência de catálises específicas/gerais, sendo o 

exemplo mais conhecido o da hidrólise da aspirina.100 Assim, existe uma dependência 

entre o pH e a estabilidade de betalaínas que, de forma geral, são mais estáveis entre pH 

4 e 7 e o pH ótimo para o máximo de estabilidade é em torno de 5,5.101 A hidrólise de 

indicaxantina em água pura (kobs = 6,9 × 10–4 h, t1/2 = 996 h) é muito mais lenta que a de 

betanina (kobs = 5,3 × 10–3 h, t1/2 = 130 h), nas mesmas condições experimentais.102 

 

Esquema 2. Principais produtos de decomposição observados para Betanina (Bn). Esquema 
adaptado da referência 103 

 Além da susceptibilidade das betalaínas à hidrólise, outras formas de 

decomposição térmica, como a descarboxilação, descarboxilação oxidativa e 

epimerização também podem ocorrer.89, 104, 105 Embora a hidrólise seja a principal via de 

degradação de betanina, produtos de descarboxilação e desidrogenação (neobetanina 

descarboxilada) foram observados durante o aquecimento prolongado de betanina a  
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85 °C.104 Após períodos curtos de aquecimento, a recondensação de ácido betalâmico e 

derivados de ciclo-DOPA para sua forma de betacianina original ocorre em baixas 

temperaturas e meio ácido, indicando a reversibilidade da ligação aldimínica. No entanto, 

com o aquecimento prolongado produtos de degradação de ácido betalâmico e ciclo-

DOPA podem ser formados, impedindo a regeneração da betalaína original.19, 89, 104 

 Além da temperatura e do pH do meio, a presença de luz tem um efeito 

significativo sobre a estabilidade de betalaínas. Indicaxantina é mais estável na faixa de 

pH entre 6 e 7, na ausência de luz. Embora em períodos mais curtos de tempo a presença 

de luz não afete de forma significativa a estabilidade desse composto, sua exposição à luz 

por longos períodos de tempo diminui consideravelmente sua estabilidade, mesmo entre 

pH 6 e 7.106 A presença de luz diminui consideravelmente a estabilidade de DA-Bx em 

toda a faixa de pH entre 4 – 8. Tanto na presença quanto na ausência de luz, observa-se 

uma maior velocidade de degradação em pH 8, provavelmente devido à oxidação dos 

grupos hidroxila em meio levemente básico. A DA-Bx é mais estável na faixa de pH entre 

5 e 6, na ausência de luz.107 

 Devido à natureza lábil das betalaínas, o estudo do mecanismo da ação 

antioxidante desses pigmentos é um desafio. É observada uma diminuição na capacidade 

de sequestrar radicais da betanina com o aumento da temperatura do meio, embora os 

seus produtos de hidrólise, ácido betalâmico e 5-O-β-glucosil ciclo-DOPA, sejam 

antioxidantes já conhecidos.103 Assim, a determinação da capacidade antioxidante das 

betalaínas requer uma avaliação das condições utilizadas nos ensaios e das espécies 

presentes no meio.24 

 Como forma de driblar a possível decomposição das betalaínas mantendo suas 

propriedades, a encapsulação de DA-Bx e indicaxantina (e betanidina) em maltodextrina 
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aumentou consideravelmente a estabilidade desses pigmentos, conservando tanto a cor 

quanto a capacidade antioxidante desses compostos, facilitando suas aplicações como 

antioxidantes.106, 107 

 O potencial das betalaínas como moléculas bioativas contrasta com o número 

limitado de estudos com betalaínas puras e com o número de betalaínas diferentes 

empregadas nesses estudos, que utilizam, em sua grande maioria, betanina e 

indicaxantina.71 Isso ocorre devido à dificuldade em obter as betalaínas individualmente 

e puras em quantidades suficientes para realização dos estudos. Embora elas estejam 

presentes naturalmente em diversas fontes, algumas delas estão presentes em pequenas 

quantidades e quase sempre em misturas complexas. 

 O ácido betalâmico é a molécula principal para a formação da grande variedade 

de pigmentos encontrados. Diversos métodos para a obtenção de betalaínas a partir do 

ácido betalâmico já foram desenvolvidos. No entanto, a pequena quantidade de composto 

obtido continua a representar um desafio.7, 43, 108 Apenas recentemente, Guerrero-Rubio e 

colaboradores desenvolveram um método que utiliza E. coli modificada com a enzima 

DOPA dioxigenase da bactéria G. diazotrophicus em biofábricas capazes de produzir a 

condensação entre o ácido betalâmico e amina ou aminoácido precursor de cada betalaína 

derivada. Esse método permitiu a obtenção de até 150 mg de composto puro, e 

15 betalaínas diferentes foram obtidas a partir desse método, sendo nove delas 

betaxantinas provenientes de aminoácidos proteinogênicos.83, 109 

 Das 22 betaxantinas provenientes de biomoléculas (aminoácidos e derivados 

descarboxilados de aminoácidos) estudadas nesse trabalho, a betaxantina proveniente da 

L-lisina, embora já tenha sido identificada em fontes naturais, não teve sua estrutura 
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elucidada de forma não-ambígua, e a betaxantina proveniente da L-cisteína não foi 

reportada na literatura como uma betalaína natural até o momento. 
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2. OBJETIVOS 

Entender como a porção proveniente do aminoácido de betaxantinas naturais influencia 

as suas propriedades de absorção, de fluorescência, redox e antioxidante. 

Objetivos específicos 

i. Semissintetizar as betaxantinas derivadas dos 20 aminoácidos proteinogênicos, 

incluindo a betaxantina da cisteína e as duas betaxantinas da lisina. 

ii. Semissintetizar para uso como compostos-controle as betaxantinas derivadas da 

da L-DOPA e da dopamina e a pseudo-betalaína derivada da pirrolidina. 

iii. Adquirir os espectros de absorção e de fluorescência de todas as betaxantinas e 

determinar propriedades de interesse. 

iv. Determinar a constante de hidrólise de todas as betaxantinas. 

v. Medir a capacidade antioxidantes dos compostos empregando os ensaios ABTS e 

FRAP. 

vi. Estudar o comportamento redox dessas betalaínas através de voltametria cíclica. 
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3. RESULTADOS 

 Durante a execução deste trabalho, foram preparadas vinte e uma betaxantinas 

naturais derivadas de aminoácidos proteinogênicos e três betaxantinas controle, derivadas 

da dopamina, L-DOPA e pirrolidina. Para facilitar a sua identificação, nesse trabalho, as 

betalaínas obtidas são representadas pela abreviatura de três letras do aminoácido 

correspondente seguido do sufixo “-Bx”. 

3.1. Semissíntese e caracterização de betaxantinas 

 A semissíntese de betaxantinas requer o uso de ácido betalâmico (HBt), que foi 

extraído do suco de beterraba hidrolisado, conforme descrito anteriormente.27, 43 Nesse 

método, após a etapa de hidrólise do suco, a reação é acidificada para pH entre 1,5 e 2 

com HCl concentrado e o ácido betalâmico é extraído com acetato de etila. Para que as 

reações possam ser realizadas em meio aquoso, o ácido betalâmico é então transferido 

para hidróxido de amônio aquoso pH 11. O pH resultante dessa solução fica em torno de 

7. As reações entre o ácido betalâmico e L-aminoácidos ou aminas em excesso foram 

realizadas adaptando-se o método já utilizado no grupo.110 O pH da solução aquosa de 

HBt foi ajustado para 11 com NH4OH e o aminoácido ou amina foi adicionado.  

A formação das betaxantinas foi acompanhada por espectrofotometria UV-Vis, obtendo-

se alíquotas e monitorando-se o desaparecimento da banda correspondente ao ácido 

betalâmico (λAbs = 430 nm) e o aparecimento da banda característica de betaxantinas com 

máximo de absorção em torno de 480 nm. Na Figura 4, a reação de formação de Glu-Bx, 

exemplifica o perfil temporal da reação entre o ácido betalâmico (espectro inicial, em 

verde) e L-ácido glutâmico, até a formação do produto com absorção em 472 nm (espectro 

vinho). 
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Figura 4. Espectros de absorção da reação de formação de Glu-Bx, partindo de ácido betalâmico 
(HBt) e ácido glutâmico, em pH 11, a 25 ºC, por 48 h. Em verde, o espectro de absorção do HBt 
aquoso em pH 11. Em laranja, espectros de absorção da reação de HBt e ácido glutâmico em 
função do tempo, nos quais se observa o deslocamento do máximo de absorção de 430 nm para 
472 nm. Em vinho, o espectro de absorção final, após a adição de HCl concentrado para ajuste do 
pH para 5. A diminuição na intensidade da absorção se deve à diluição da reação com a adição 
do HCl. 

 As betaxantinas foram classificadas em três grupos conforme as condições 

experimentais usadas na semissíntese. No primeiro grupo estão as betaxantinas Pro-Bx e 

Pyr-Bx, derivadas do aminoácido L-prolina e da pirrolidina, respectivamente. Essas 

betaxantinas foram obtidas seguindo o protocolo para a obtenção de Pro-Bx estabelecido 

anteriormente no grupo.110 Foram adicionados 10 equiv. de L-prolina ou pirrolidina ao 

ácido betalâmico e a reação foi mantida a temperatura ambiente (25 °C) por 30 min, 

tempo necessário para o desaparecimento da banda de absorção do ácido betalâmico.  

No segundo grupo estão as betaxantinas de aminoácidos primários e aromáticos não-

fenólicos, que ocorrem de maneira mais lenta e requerem maior excesso de aminoácido 

(100 equiv.) na semissíntese. As reações foram mantidas sob agitação em temperatura 

ambiente (25 °C) por um período de até 48 h. No terceiro grupo estão a DA-Bx,  

DOPA-Bx e Tyr-Bx, que foram feitas nas condições do segundo grupo, mas em solução 

saturada com N2 para evitar a oxidação dos reagentes fenólicos. Quando o produto não é 

destinado a análise das propriedades antioxidantes, N2 pode ser substituído por ácido 
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ascórbico e a reação tem resultados similares em ambas as condições experimentais.  

Em todos os casos, uma vez formada a betaxantina, o pH foi ajustado para 5 com HCl 

concentrado em banho de gelo e mantidas a temperatura ambiente sob agitação por 30 

min. As soluções resultantes foram então congeladas e liofilizadas antes da etapa de 

purificação por HPLC em condições de fase reversa e escala semi-preparativa.  

 As corridas cromatográficas foram obtidas com detecção por absorção em 254 nm 

e 480 nm. Em muitos casos, dois sinais com diferença de tempo de retenção pequena  

(ca. 1 min) foram observados, correspondendo a diastereômeros de uma mesma 

betalaína.111 Nesses casos, somente as frações correspondentes a picos cromatográficos 

com absorção mais alta em 480 nm foram coletadas. Para a betaxantina derivada da lisina 

foram observados dois picos majoritários com absorção alta em 480 nm, que foram 

coletados separadamente. A purificação de todas as betaxantinas foi concluída em uma 

etapa de cromatografia em coluna com gel de Sephadex LH-20 em água. Os compostos 

purificados foram liofilizados e mantidos a –20 °C protegidos da luz. Os rendimentos das 

reações foram determinados espectrofotometricamente e são menores que 5% em todos 

os casos. 

 Devido à sua instabilidade em solução aquosa, as betaxantinas obtidas foram 

caracterizadas por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a espectrometria de 

massas de alta resolução com ionização por elétron-spray operando em modo positivo 

(HPLC-ESI-qTOF-MS/MS). No caso da Cys-Bx, Lys-Bx e ε-Lys-Bx, a caracterização 

também foi realizada por RMN de 1H. Os valores de razão massa/carga (m/z) 

experimental, m/z teórica, erro em ppm, e m/z dos fragmentos principais obtidos estão 

apresentados na Tabela 2, e os espectros de massas e padrões de fragmentação no Anexo 
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1 até o Anexo 24. Os valores de m/z sublinhados indicam os fragmentos já relatados na 

literatura, e são apresentados com as referências correspondentes. 

 Todas as betaxantinas analisadas apresentaram valores de m/z condizentes com os 

calculados para os íons [M+H]+ desses compostos (ou [M]+, no caso de Pro-Bx e Pyr-

Bx), e com valores de m/z disponíveis na literatura, e apresentam erro inferior a 5 ppm, 

com exceção da DOPA-Bx e Pro-Bx. No entanto, o valor mais elevado do erro para essas 

duas betaxantinas parece estar relacionado a um problema na calibração do espectrômetro 

de massas, que só foi verificado após a análise dos compostos. As duas frações de  

Lys-Bx foram analisadas separadamente, e valores iguais de m/z foram encontrados para 

as duas frações, o que indica a formação de dois isômeros, de acordo com o reportado na 

literatura.20, 39 
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Figura 5. Semissíntese de betaxantinas derivadas de aminoácidos e estruturas das betaxantinas 
obtidas e seu precursor comum, ácido betalâmico. As betaxantinas estão na forma de sais de 
amônio antes da purificação. Os compostos estão classificados de acordo com as propriedades de 
seus aminoácidos precursores (aa) e estão apresentados em sua forma completamente protonada 
por questões de clareza. As ligações onduladas indicam que ambos diastereoisômeros são 
formados. R é o substituinte no grupo amino do aminoácido ou hidrogênio. R1 representa a cadeia 
lateral. Os números na parte superior de cada estrutura são a m/z observada e a diferença entre o 
valor de m/z calculado e observado, em partes por milhão (ppm). 
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Tabela 2. Fórmula química, valores de razão massa/carga (m/z) teórico, m/z experimental, erro em ppm e m/z dos fragmentos principais obtidos nas 
análises de HPLC-ESI-qTOF-MS/MS das betaxantinas obtidas. 

Composto Fórmula 
m/z 

teórico 
[M + H]+ 

m/z 
experimental 

[M + H]+ 

Erro 
(ppm) Fragmentos principais Ref. 

Ala-Bx C12H15N2O6
+ 283,0925 283,0934 3,2 237,0876; 209,0924; 191,0817; 165,1020; 165,0658; 163,0864; 

150,0553; 137,0715; 119,0613 
41, 51, 

112 

Arg-Bx C15H22N5O6
+ 368,1565 368,1577 3,3 184,5830a; 161,5795a; 280,1785; 236,1874; 177,1394; 

123,0920; 114,1030 
51 

Asn-Bx C13H16N3O7
+ 326,0983 326,0991 2,4 252,0977; 309,0728; 282,1076; 265,0827; 234,0890; 194,0458; 

165,0647; 137,0703; 124,0401; 119,0608 
51 

Asp-Bx C13H15N2O8
+ 327,0823 327,0827 1,2 281,0778; 253,0825; 235,0705; 193,0610; 150,0559; 147,0552 41, 51 

Cys-Bx C12H13N2O6S+ 313,0489 313,0499 3,2 267,0438; 239,0496; 221,0389; 175,0323  

DA-Bx C17H19N2O6
+ 347,1238 347,1237 -0,3 303,1335; 301,1148; 255,1126; 211,0687; 165,0658 35, 41, 51 

Gln-Bx C14H18N3O7
+ 340,1139 340,1149 2,9 266,1142; 323,0873; 277,0818; 249,0873; 248,1009; 233,0915; 

231,0760; 194,0454; 165,0665; 150,0561; 137,0705; 119,0599 
41, 51, 

112 

Glu-Bx C14H17N2O8
+ 341,0979 341,0987 2,3 295,0928; 267,0980; 277,0805; 249,0870; 231,0773; 205,0981; 

203,0807; 165,0664; 137,0715; 119,0608 
41, 51 

Gly-Bx C11H13N2O6
+ 269,0768 269,0774 2,2 223,0715; 195,0766; 194,0444; 177,0652; 150,0541; 149,0710 41, 51 

His-Bx C15H17N4O6
+ 349,1143 349,1145 0,6 

175,0610ª; 152,0579ª; 305,1228; 261,1349; 217,1453; 
156,0776; 150,0559; 138,1035; 131,0601; 124,0398; 112,0874; 
110,0717; 106,0654; 95,0609; 80,0490 

41, 51 

Ile-Bx C15H21N2O6
+ 325,1394 325,1406 3,7 279,1345; 251,1395; 235,1439; 233,1284; 207,1495; 205,1335; 

165,0661; 137,0715; 119,0607 
41, 51 

DOPA-Bx C18H19N2O8
+ 391,1136 391,1162 6,6 781,2210b; 391,1149c; 347,1247; 345,1094; 301,1197; 

299,1042; 255,1130; 194,0455; 150,0553 
41, 51 
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Leu-Bx C15H21N2O6
+ 325,1394 325,1401 2,1 279,1339; 251,1390; 235,1428; 233,1280; 207,1494; 205,1334; 

191,1541; 165,0655; 149,0705; 137,0709; 119,0601 
41, 51 

Lys-Bx C15H22N3O6
+ 340,1503 340,1496 -2,1 

323,1227; 294,1445; 170,5788a; 147,5758a; 296,1604; 
279,1338; 252,1697; 235,1447; 211,0711; 196,0602; 150,0551; 
147,1126; 106,0652 

20, 56 d 

ε-Lys-Bx C15H22N3O6
+ 340,1503 340,1511 2,3 

294,1449; 170,5793a; 147,5768a; 296,1311; 276,1347; 
252,1703; 249,1239; 211,0708; 203,1186; 165,0649; 150,0563; 
137,0702; 124,0395; 106,0650 

20, 56 d 

Met-Bx C14H19N2O6S+ 343,0958 343,0965 2,0 297,0908; 269,0959; 251,0848; 233,0732; 207,0955; 165,0661; 
137,0713; 119,0610 

41, 51 

Phe-Bx C18H19N2O6
+ 359,1238 359,1243 1,4 313,1186; 285,1234; 269,1297; 267,1126; 223,1230; 221,1074; 

165,0656; 137,0707 
41, 51 

Pro-Bx C14H17N2O6
+ 309,1081 309,1097 5,2 235,1077; 263,1040; 219,1125; 217,0980; 189,1031; 173,1081; 

171,0923; 116,0710; 106,0658 
41, 51 

Pyr-Bx C13H17N2O4
+ 265,1183 265,1181 -0,8 221,1279; 219,1125; 191,1177; 175,1227; 173,1069; 106,0650 8 d 

Ser-Bx C12H15N2O7
+ 299,0874 299,0884 3,3 253,0816; 225,0875; 207,0770; 179,0820; 165,0666; 161,0705; 

137,0714; 119,0602; 106,0653; 80,0495 
41, 51 

Thr-Bx C13H17N2O7
+ 313,1030 313,1036 1,9 267,0977; 239,1028; 221,0918; 193,0967; 175,0864; 165,0653; 

137,0713 
41, 51 

Trp-Bx C20H20N3O6
+ 398,1347 398,1362 3,8 352,1302; 324,1350; 306,1242; 269,0774; 262,1355; 211,0716; 

188,0710; 179,0817; 165,0661; 137,0714; 130,0654; 119,0609 
35, 41, 51 

Tyr-Bx C18H19N2O7
+ 375,1187 375,1197 2,7 331,1296; 301,1184; 285,1238; 283,1087; 255,1134; 239,1186; 

237,1015; 211,0714; 194,0458; 165,0669; 137,0712; 119,0611 
41, 51 

Val-Bx C14H19N2O6
+ 311,1238 311,1250 3,8 265,1191; 237,1240; 221,1278; 219,1130; 193,1333; 191,1180; 

165,0661; 150,0553; 137,0713; 119,0610 
41, 51 

a fragmento com carga 2+; b íon [2M+H]+; c fragmento do íon [2M+H]+; d referência de valor unitário de m/z. 
Fragmentos e referências sublinhados: valores de m/z já reportados na literatura. Demais referências: outras referências que possuem caracterização por MS, sem 
fragmentação. 
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3.2. Caracterização de betaxantinas por espectroscopia de RMN de 1H 

 Devido à dificuldade na obtenção de quantidades suficientes de amostra para 

realização do experimento de RMN de 1H para todas as betaxantinas, foram selecionadas 

algumas betaxantinas com grupos diferentes na porção proveniente do aminoácido ou 

amina precursora. Assim, foram escolhidas, as betaxantinas primárias: Ala-Bx, 

proveniente de um aminoácido alifático com uma cadeia lateral simples; Phe-Bx, que 

possui um anel aromático; DOPA-Bx, com um grupo catecol; DA-Bx, que possui um 

grupo ácido carboxílico a menos, com relação a estrutura da DOPA-Bx e Trp-Bx, com 

um grupo indol; e a betaxantina secundária: Pyr-Bx, tanto para investigar as possíveis 

diferenças entre as betaxantinas primárias e secundárias, quanto os efeitos da 

presença/ausência do grupo ácido carboxílico nessas moléculas. O espectro de 1H de Pro-

Bx foi obtido anteriormente no grupo,110 e foi utilizado como base para atribuição dos 

sinais de Pyr-Bx, e das demais betalaínas. 

 Os espectros de RMN de 1H (500 MHz) das betaxantinas foram adquiridos 

empregando-se D2O como solvente (ca. 1 mg de Bx em 500 μL) e estão nos Anexo 25 – 

Anexo 33. Apesar de todos os esforços para retirar todos os resquícios de solventes 

orgânicos utilizados nas etapas de semissíntese e purificação dos compostos, observam-

se sinais do formiato (δ: 8,44 ppm), proveniente da etapa de purificação por HPLC, 

acetato (δ: 1,92 ppm) e etanol (δ: 1,19 ppm (t); δ: 3,65 ppm (q)),113 provenientes do 

acetato de etila utilizado na extração do ácido betalâmico. 

 Os sinais foram atribuídos a partir dos espectros das betaxantinas (Pro-Bx e DA-

Bx)42,110 e dos aminoácidos ou aminas precursoras disponíveis na literatura.114 Os sinais 

correspondentes aos hidrogênios da porção aromática da DOPA-Bx foram atribuídos 

utilizando-se o espectro de RMN de 1H da L-DOPA como referência.115, 116 De forma 
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geral, os sinais que provém da porção betalâmica das betalaínas apresentam 

deslocamentos químicos semelhantes nos espectros de RMN de 1H, com algumas 

pequenas variações. Assim, o espectro pode ser dividido em duas regiões: a região com 

valores de δ maiores que o do D2O (δ = 4,79 ppm), nos quais aparecerem os sinais de H-

5, H-7 e H-8, e os sinais dos anéis aromáticos das porções provenientes dos aminoácidos 

ou aminas; e a região com valores de δ inferiores ao do D2O, na qual estão os sinais de 

H-2 e H-3, e os sinais dos H das cadeias alifáticas dos aminoácidos. 

 Observa-se também nos espectros sinais correspondentes à dois isômeros 

majoritários e sinais de isômeros minoritários que, devido à sua baixa concentração no 

meio, apresentaram sinais com baixa intensidade e/ou sobrepostos com outros sinais e, 

portanto, não foram atribuídos. No espectro de RMN de 1H de Pyr-Bx (Anexo 32), 

observam-se sinais correspondentes a apenas dois isômeros, sendo um deles majoritário. 

Os espectros de RMN de 1H das betaxantinas analisadas foram superpostos a fim de se 

comparar a possível influência da porção proveniente do aminoácido sobre os 

deslocamentos químicos dos hidrogênios. Os espectros foram divididos em duas partes 

para melhor visualização dos sinais. 

 Os sinais de H-8 de Pyr-Bx, assim como de Pro-Bx (dados da literatura),42, 110 

estão mais desblindados que os sinais correspondentes nas demais betalaínas analisadas, 

com uma variação de ca. 0,3 ppm em relação a Ala-Bx, até ca. 1 ppm em relação a DOPA-

Bx e Trp-Bx (Figura 6). A carga positiva no N-9, presente nas duas betaxantinas 

secundárias, desblinda o H-8. Na Ala-Bx, o H-8 está mais desblindado do que os H-8 das 

moléculas que possuem anel aromático em sua estrutura, e os sinais dos isômeros estão 

mais próximos do que nas demais moléculas. A ausência das hidroxilas na Phe-Bx 
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desblinda os sinais correspondentes aos hidrogênios da porção aromática da molécula, 

em comparação aos sinais correspondentes da DA-Bx e DOPA-Bx. 

 

Figura 6. Superposição da região de campo baixo (anterior ao sinal de H2O) dos espectros de 
RMN de 1H (D2O, 500 MHz) de Pyr-Bx, Ala-Bx, Phe-Bx, DOPA-Bx, DA-Bx e Trp-Bx. 

 A ausência do grupo ácido carboxílico na Pyr-Bx blinda o H-10 mais de 0,5 ppm, 

próximo ao sinal do H-13 (Figura 7), com relação ao sinal obtido no espectro de Pro-Bx 

(δ = 4,63 ppm).42, 110 Nos espectros de RMN de 1H de DA-Bx e DOPA-Bx, observa-se a 

mesma blindagem do H-10 de DA-Bx, ocasionado pela ausência do grupo ácido 

carboxílico nessa molécula. Os sinais atribuídos aos H-3 aparecem menos definidos no 

espectro de DA-Bx, com relação ao da DOPA-Bx. O mesmo comportamento foi 
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observado para os H-11, cujos sinais no espectro de DA-Bx estão sobrepostos e blindados 

em relação aos hidrogênios correspondentes da DOPA-Bx. 

 

Figura 7. Superposição da região de campo alto (após o sinal de H2O) dos espectros de RMN de 
1H (D2O, 500 MHz) de Pyr-Bx, Ala-Bx, Phe-Bx, DOPA-Bx, DA-Bx e Trp-Bx. 

3.3. A elusiva betaxantina-cisteína 

 A semissíntese da Cys-Bx segue o protocolo usado para a obtenção das 

betaxantinas do segundo grupo. A cisteína (100 equiv.) foi adicionada a solução aquosa 

de ácido betalâmico em pH 11, a reação foi mantida a 25 ºC, e foi acompanhada por 

espectrofotometria de UV-Vis. A Figura 8(A) apresenta os espectros da reação de 

formação de Cys-Bx em função do tempo. Os espectros obtidos em pH 11, em cinza, 
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indicam a diminuição da absorção do HBt (λAbs = 424 nm), a formação de uma banda 

com λAbs = 322 nm, um aumento discreto na absorção em torno de 495 nm e dois pontos 

isosbésticos. A reação foi mantida por 1 h em pH 11 e, após esse período, o pH foi 

ajustado para 5 com HCl concentrado, para que não houvesse uma mudança efetiva na 

concentração da reação. Após o ajuste de pH (cerca de 5 min após o último espectro em 

pH 11), foi obtido um novo espectro, agora representado pela cor laranja na Figura 8(A), 

que apresenta o perfil característico dos espectros de absorção das betaxantinas, com 

máximo em 476 nm. No entanto, após o ajuste do pH, a reação continua progredindo: 

observa-se uma diminuição na absorção com máximo em 476 nm, e o seu deslocamento 

para 495 nm. É possível observar também um ponto isosbéstico em torno de 502 nm, o 

que pode indicar a conversão da espécie transiente formada em 476 nm para o produto 

em 495 nm. Os espectros em pH 5 foram obtidos com intervalos de 1 h. 

 Na Figura 8(B), o gráfico de absorção em função do tempo mostra a variação da 

absorção no comprimento de onda máximo dos três principais componentes da reação: o 

ácido betalâmico (424 nm), a espécie transiente (476 nm) e o produto em 495 nm, a  

Cys-Bx. Nesse gráfico, é possível observar a diminuição na absorção do HBt desde o 

início da reação, ainda em pH 11, a formação imediata do produto em 476 nm após o 

ajuste do pH para 5, representada pelo aumento brusco na sua absorção, e sua posterior 

diminuição em função do tempo. A absorção em 495 nm é bastante influenciada pela 

banda com máximo em 476 nm, devido à proximidade entre as duas bandas e, por isso 

observa-se um aumento na sua absorção, logo após o ajuste do pH, simultâneo à banda 

em 476 nm, seguido por uma pequena diminuição até atingir um platô. É possível 

observar o ponto em que as duas curvas se encontram. 
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Figura 8. (A) Espectro de absorção em função do tempo de formação de Cys-Bx. Os espectros 
em cinza foram obtidos em pH 11, por um período de 60 minutos, com intervalos de 30 minutos. 
Os espectros em laranja e vinho foram obtidos após o ajuste do pH para 5, pelo tempo total de 23 
horas, com intervalos de 1hora entre os espectros. O intervalo entre o último espectro obtido em 
pH 11 e o primeiro espectro obtido em pH 5 é de 5 minutos. As setas para baixo indicam a 
diminuição da absorção em função do tempo, e a seta para cima indica o aumento da absorção, 
nas regiões em que estão posicionadas. (B) Gráfico de absorção em função do tempo, nos 
comprimentos de onda 424 nm (HBt), 476 nm (característico de betaxantinas) e 495 nm 
(formação de Cys-Bx). A faixa em laranja representa o período em que o pH da reação é 11, para 
facilitar a visualização. 

 Após a formação do produto, que levou em torno de 24 h, a solução obtida foi 

congelada e liofilizada, para as etapas de purificação, que foi realizada da mesma maneira 

que para as demais betaxantinas semissintetizadas, por HPLC semi-preparativo e em 

coluna Sephadex LH-20 eluída com água. A Cys-Bx foi armazenada sempre liofilizada, 

a –20 °C. 

 Na análise da Cys-Bx por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada a 

espectrometria de massas de alta resolução com ionização por elétron-spray em modo 

positivo (HPLC-ESI-qTOF-MS/MS), foi obtido um valor de m/z de 313,0499, que é duas 

unidades menor do que o valor esperado, levando em consideração a estrutura das demais 

betaxantinas já identificadas (Tabela 2). O valor de m/z obtido é compatível com a 

presença de um anel 2-tiazolina em vez da betaxantina derivada da L-cisteína esperada, 

ou seu análogo piridina (neobetalaína). A fragmentação ocorre principalmente via 
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eliminação de CO e água, e corrobora a estrutura proposta para Cys-Bx (Esquema 3 e 

Anexo 5). 

 

Esquema 3. Padrão de fragmentação de Cys-Bx. 

 A análise de RMN de 1H de Cys-Bx (Figura 9 e Anexo 26), revelou a ausência do 

sinal correspondente ao H-8, e o sinal correspondente ao H-7 se apresenta como um 

singleto deslocado em cerca de 2 ppm com relação ao sinal referente ao H-7 de Pro-Bx e 

DA-Bx, por exemplo, nos quais o H-7 se apresenta como um dubleto acoplado com H-8 

(3JH7,H8 ~ 12 Hz).42 Todos os demais sinais se apresentam em deslocamentos químicos e 

multiplicidades típicos de betalaínas,42, 117 e os sinais de H-3b e H-11 parecem estar 

sobrepostos. No espectro do COSY, observa-se uma correlação entre H-2 e H-3a/b e H-

10 e H-11. O tripleto (δ = 4,46 ppm) e o dubleto (δ = 3,15 ppm) foram atribuídos a um 

anel 2-tiazolina, de acordo com os resultados obtidos nas análises de LC-HRMS-MS.  
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Figura 9. Espectros de 1H (500 MHz) e COSY (500 MHz) de Cys-Bx em D2O a 25 ºC. Foi 
utilizada a sequência de pulso zgpr, que suprime o sinal residual de H2O/D2O em 4,79 ppm, para 
o 1H, e a sequência cosyprqf para o COSY. Os valores de J apresentados na figura estão em Hz. 

3.4. As duas betaxantinas da L-lisina 

 A análise cromatográfica da reação entre o ácido betalâmico e a L-lisina revelou 

quatro picos com m/z compatível com isômeros de Lys-Bx. Duas frações foram coletadas 

separadamente, com os compostos com tempo de retenção de 4,1-4,2 min (fração 1) e 

6,1-7,2 min (fração 2), utilizando-se o método de purificação por HPLC em escala semi-

preparativa. Ambas as frações foram liofilizadas, ressuspendidas em D2O, e analisadas 

por espectroscopia de RMN de 1H (Figura 10). Nas duas amostras foram encontrados 

sinais duplicados, que indicam a formação de estereoisômeros, provavelmente 

diastereoisômeros E/Z que não podem ser resolvidos por métodos cromatográficos não-

quirais.111 
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Figura 10. Análise de RMN de 1H de Lys-Bx e ε-Lys-Bx. A numeração dos átomos na porção 
proveniente do aminoácido foi mantida idêntica por questões de clareza. Os sinais em cinza são 
de impurezas. Os espectros completos estão nos Anexo 29 e Anexo 30. 

 Os deslocamentos químicos (δ) dos sinais correspondentes aos hidrogênios H-8, 

H-7 e H-5 dos compostos em ambas as frações são similares entre si e estão de acordo 

com valores tipicamente encontrados para betalaínas naturais. O H-10 no α-C, no entanto, 

está amplamente desblindado (Δδ ~ 0,8 ppm) nos isômeros da fração 1 em comparação 

aos da fração 2, o que sugere que as frações 1 e 2 são os produtos do ataque dos grupos 

α- e ε-amino ao ácido betalâmico, respectivamente. O deslocamento químico do H-10 na 

Lys-Bx é similar ao valor reportado na literatura para Pro-Bx, betaxantina derivada da 

prolina,42 enquanto para ε-Lys-Bx, o deslocamento químico do H-14 é compatível com o 

determinado para o átomo de H no CH2 ligado diretamente ao grupo imino da dopamina-

Bx (3,60 ppm), que não possui um grupo α-ácido carboxílico diretamente ligado nessa 

posição,42 assim como na ε-Lys-Bx. Além disso, o sinal correspondente ao H-10 da  

ε-Lys-Bx (fração 2) está mais desblindado do que o sinal correspondente ao H-14 na  

Lys-Bx, o que pode estar relacionado à presença do grupo α-ácido carboxílico ligado na 

posição 10 da cadeia lateral da ε-Lys-Bx, que desblinda os sinais do hidrogênio ligado 

nessa posição. A atribuição dos sinais no espectro de RMN de 1H da Lys-Bx foi possível 
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visto que apenas pequenas impurezas estavam presentes na amostra. Infelizmente, para a 

fração 2, não foi possível atribuir os sinais correspondentes aos hidrogênios H-11 a H-13 

de maneira inequívoca. Ainda assim, as propriedades de absorção, fluorescência, 

antioxidantes e redox de ambas as frações foram caracterizadas. 

3.5. Propriedades de absorção UV-Vis e fluorescência 

 Embora a maioria das betaxantinas derivadas de aminoácidos proteinogênicos já 

tenha sido encontrada in vivo e/ou obtida por meio de semissíntese ou métodos 

biotecnológicos50, 118, seus espectros de absorção são frequentemente adquiridos durante 

análises de HPLC/PDA sob condições cromatográficas específicas, 20, 39, 43, 50, 83, 109, 119 

por exemplo, misturas acidificadas de água/MeCN. O coeficiente de absorção molar (ε) 

para a maioria das betaxantinas também é desconhecido, e para fins práticos, a média de 

48000 L mol–1 cm–1 em 480 nm é utilizada.120 Gandía-Herrero e colaboradores reportaram 

as propriedades de fluorescência de algumas betaxantinas derivadas de aminoácidos, mas 

os valores de rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) são conhecidos apenas para 

indicaxantina (Pro-Bx; 4,6 × 10–3),59, 102 miraxantina V (DA-Bx; 3,0 × 10–3),61 

vulgaxantina I (Gln-Bx; 7,3 × 10–3)60 e miraxantina I (8,4 × 10–3),58 betaxantina derivada 

da metionina sulfóxido.  

 As propriedades de absorção e fluorescência de todas as betaxantinas obtidas 

foram caracterizadas. O espectro de absorção de todas as betaxantinas em água é bastante 

similar (Figura 11), com um máximo de absorção entre 471 – 486 nm (Tabela 3) e um 

ombro em torno de 455 nm. A Cys-Bx, cuja solução possui uma coloração alaranjada, é 

a única exceção entre as betaxantinas estudadas, e apresenta um máximo de absorção 

deslocado para comprimentos de onda maiores, um perfil de absorção análogo a uma 

gaussiana com máximo de absorção em 495 nm (Figura 11). 
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 Os espectros de emissão foram obtidos em água com excitação em λEx = 430 nm 

(exceto para Cys-Bx, λEx = 455 nm). Todas as betaxantinas, com exceção da Cys-Bx, 

possuem um espectro de emissão de fluorescência similar, com máximo de emissão entre 

503 – 513 nm (Figura 11 e Tabela 3). Os espectros de emissão de Pro-Bx e Pyr-Bx são 

levemente deslocados para comprimentos de onda maiores em comparação com as 

demais betaxantinas, o que pode estar relacionado com a natureza secundária do 

aminoácido e amina precursores dessas betaxantinas. A Cys-Bx também possui um 

espectro de emissão deslocado para comprimentos de onda maiores, com um máximo de 

absorção em 532 nm. Todos os compostos apresentam um deslocamento de Stokes  

(Δλ = λfl – λabs; Δν = νabs – νfl) entre 1083 – 1368 cm–1 e uma energia singlete (ES) média 

de 244 kJ mol–1. Exceto pela Cys-Bx, que apresenta um deslocamento de Stokes de  

1405 cm–1 e uma energia singlete de 234 kJ mol–1. 
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Figura 11. Espectros de absorção (linha laranja) e emissão (linha cinza escuro) obtidos em água 
a 25 °C. 
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 Para determinar a concentração das betaxantinas em solução, foram obtidos os 

valores de ε para cada uma delas. As betalaínas são higroscópicas e, devido à pequena 

quantidade obtida na semissíntese desses compostos, a quantificação pela pesagem tem 

muitas incertezas e, portanto, não é um método adequado para calcular a concentração de 

betalaínas em solução. Os valores de ε foram calculados utilizando-se um método de 

ponto final que se baseia na comparação da concentração de ácido betalâmico com a 

concentração de betalaína, por meio da hidrólise alcalina das betalaínas para a formação 

estequiométrica de ácido betalâmico, que tem um valor de ε conhecido (ε424 nm =  

26500 L mol–1 cm–1).65, 121 Assim, as betaxantinas foram submetidas à hidrólise em meio 

alcalino (tampão Britton-Robinson 40 mmol L–1, pH 9,5 – 10,5,Tabela Anexo 2) a 

temperatura ambiente por no máximo de 6 h. As cinéticas foram acompanhadas em um 

espectrofotômetro UV-Vis, e os espectros foram medidos a cada 10 min. Os Anexos 34, 

35 e 36 apresentam a variação da absorção em 475 nm (betaxantinas) e 424 nm (HBt) em 

função do tempo, e o ajuste linear monoexponencial desses dados, com os respectivos 

valores de constante de velocidade observada (kobs) para os processos de hidrólise de 

betaxantinas e formação de HBt. A formação de HBt ocorre com constante de velocidade 

observada similar à hidrólise das betaxantinas, o que indica que nenhum outro processo 

interfere na formação de HBt, ou seja, a betalaína é convertida somente em HBt e, 

portanto, as concentrações final de HBt e inicial de betaxantina podem ser comparadas. 

O valor de y0 obtido a partir do ajuste da curva de formação de HBt indica sua absorção 

final (Tabela Anexo 2). Para obtenção dos valores de absorção inicial das betaxantinas, 

os espectros iniciais foram registrados em meio neutro (tampão Britton-Robinson 40 

mmol L–1, pH 7), e os valores de absorção nos comprimetos de onda máximos de absorção 

para cada uma delas foram utilizados. Devido à alta susceptibilidade das betalaínas à 
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hidrólise em meio alcalino, o espectro inicial (t0) em meio alcalino pode não corresponder 

à concentração inicial da solução de betaxantina de fato, visto que durante o processo de 

preparação da amostra até que seja obtido o espectro inicial, pode ter ocorrido um pouco 

de degradação. Assim, a obtenção do espectro inicial em pH 7 garante que o valor de 

absorção utilizado corresponda à concentração inicial de betaxantina em solução. Por 

meio desse método, foi determinado um valor médio de ε de 53000 L mol–1 cm–1, que é 

um pouco mais alto do que o valor médio de 48000 L mol–1 cm–1 reportado por Girod e 

Zryd,120 e que é amplamente utilizado para fins analíticos. 

 Para obter o valor ε de Cys-Bx e, consequentemente, calcular sua concentração, a 

cinética de decomposição de Cys-Bx em tampão Britton-Robinson 40 mmol L–1 pH 9,5, 

foi monitorada por espectrofotometria UV-Vis por um período de 4 h, a 25 ºC, seguindo 

as mesmas condições e método empregado na obtenção do ε das demais betaxantinas 

apresentadas. No entanto, além de ter sido observado um decaimento de apenas 26% na 

absorção de Cys-Bx nessas condições (Figura 12), observou-se que o produto formado a 

partir da sua degradação não possui o perfil característico de HBt. O ponto isosbéstico 

formado está em 424 nm, que é o comprimento de onda máximo de absorção do HBt, e a 

absorção da banda formada está deslocada para o azul, em relação ao que se observa para 

o HBt nas cinéticas de degradação das demais betaxantinas. 
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Figura 12. Espectros de absorção de Cys-Bx em função do tempo em tampão Britton-Robinson 
40 mmol L–1 pH 9,5, a 25 °C por 4 horas. 

 Com isso, o valor de ε foi obtido por meio da reação de formação de Cys-Bx 

(Figura 8(A)), considerando o valor da absorção inicial de HBt (λ424nm = 0,89) e da 

absorção final de Cys-Bx, após 24 h de reação (λ495nm = 0,25). O valor de ε obtido  

(ε = 7320 L mol–1 cm–1) é um valor aproximado, visto que está sendo considerado que 

todo HBt foi convertido em Cys-Bx, e que não ocorreu nenhum processo de degradação 

durante o período de reação. O valor de ε de HBt em 424 nm usado foi de  

26500 L mol–1 cm–1, conforme calculado no grupo anteriormente.65, 121 
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Tabela 3. Valores de comprimento de onda máximo de absorção (λAbs) e emissão (λEm), coeficiente de absorção molar (ε), deslocamento de Stokes (Δλ), energia singlete 
(Es), rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) e brilho (ε × ΦFl) obtidos para as betaxantinas. 

Compostos λAbs 

/nm 
εa 

/104 L mol–1 cm–1 
λEm 

/nm 
Stokes shift, Δλ 

/nm, [/cm–1] 
Es 

/kJ mol–1 
ΦFl 

/10–3 
Brilhoc 

ε × ΦFl 
Ala-Bx 473 5,19 505 32, [1340] 245 4,6 ± 0,2 239 ± 10 
Arg-Bx 476 5,02 507 31, [1285] 244 9,3 ± 0,4 467 ± 20 
Asn-Bx 476 5,62 507 31, [1285] 244 7,4 ± 0,4 416 ± 22 
Asp-Bx 476 5,66 507 31, [1285] 244 5,1 ± 0,3 289 ± 17 
Cys-Bx 495 0,73 532 41, [1405] 234 < 0,1 < 1,0 
DA-Bx 474 5,46 506 32, [1334] 244 2,6 ± 0,1 142 ± 5 
Gln-Bx 476 5,16 506 30, [1246] 244 6,5 ± 0,4 335 ± 21 
Glu-Bx 475 5,52 506 31, [1290] 244 6,2 ± 0,4 342 ± 22 
Gly-Bx 473 5,28 504 31, [1300] 245 4,6 ± 0,2 243 ± 11 
His-Bx 477 4,99 507 30, [1240] 243 9,9 ± 0,5 494 ± 25 
Ile-Bx 476 5,69 505 29, [1206] 244 5,4 ± 0,3 307 ± 17 

DOPA-Bx 479 5,65 507 28, [1153] 243 3,6 ± 0,2 203 ± 11 
Leu-Bx 476 5,21 507 31, [1285] 244 6,8 ± 0,4 354 ± 21 
Lys-Bx 475 5,41 506 31, [1290] 244 7,8 ± 0,4 422 ± 22 

ε-Lys-Bx 471 4,83 503 34, [1351] 245 4,2 ± 0,2 203 ± 10 
Met-Bx 475 5,54 508 33, [1368] 244 6,3 ± 0,4 349 ± 22 
Phe-Bx 477 5,21 508 31, [1279] 243 7,2 ± 0,4 375 ± 21 
Pro-Bx 486 5,74 513 27, [1083] 239 4,8 ± 0,3 276 ± 17 
Pyr-Bx 479 5,01 512 33, [1346] 242 1,0 ± 0,1 50 ± 5 
Ser-Bx 474 5,45 505 31, [1295] 244 5,6 ± 0,3 305 ± 16 
Thr-Bx 476 5,35 506 30, [1246] 244 5,7 ± 0,2 305 ± 11 
Trp-Bx 478 4,77 510 32, [1313] 243 0,3 ± 0,2 14 ± 5 
Tyr-Bx 477 5,20 508 31, [1279] 243 5,9 ± 0,4 307 ± 21 
Val-Bx 475 5,15 505 30, [1251] 244 6,8 ± 0,3 350 ± 15 

a Em tampão BR 40 mmol L–1 pH 9,5, exceto DOPA-Bx (pH 10) e Pyr-Bx (pH 10,5); em relação ao HBt, ε424 nm = 26500 L mol–1 cm–1), b λEX = 430 nm; exceto para 
Cys-Bx, λEX = 455 nm. c em L mol–1 cm–1
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 Os rendimentos quânticos de fluorescência para as betaxantinas foram obtidos em 

água a temperatura ambiente, e utilizou-se a fluoresceína em 0,1 mol L–1 NaOH(aq) como 

padrão de fluorescência secundário (nD = 1,3325, ΦFl = 0,95).122 Foram obtidos espectros 

de emissão com λEx = 430 nm das soluções de betaxantinas e do padrão com absorção 

inferior a 0,1, e correlacionou-se a área de emissão com a absorção para cada amostra 

com cinco concentrações diferentes, mantendo as configurações do equipamento 

idênticas para amostra e padrão. A razão entre o coeficiente angular do ajuste linear dos 

dados referentes a betaxantina e ao padrão corresponde ao valor de rendimento quântico 

de fluorescência. Os espectros de emissão e os gráficos de área de emissão vs. absorção 

das betaxantinas estão apresentados nos Anexo 37, Anexo 38 e Anexo 39, e dos padrões 

estão no Anexo 40, e os valores de ΦFl obtidos estão na Tabela 3 e na Figura 13. 

 

Figura 13. Rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) obtido para as betaxantinas (λEx =  
430 nm; água). 
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 Todos os valores de ΦFl obtidos para as betaxantinas possuem a mesma ordem de 

grandeza (10–3), com exceção da Trp-Bx, para a qual foi obtido um valor um pouco 

inferior, de (3,3 ± 0,2) × 10–4. Alguns valores de ΦFl para betaxantinas naturais, como 

DA-Bx (3,0 × 10–3),61 Gln-Bx (7,3 × 10–3)60 e Pro-Bx (5,3 × 10–3),59 já foram 

determinados anteriormente e são condizentes com os valores de ΦFl obtidos nesse 

trabalho, no entanto, para a maioria das betaxantinas apresentadas aqui, essa é a primeira 

vez que os valores de ΦFl são determinados. Cys-Bx apresenta um rendimento quântico 

de fluorescência inferior a 1 × 10–4, abaixo dos limites de detecção dos equipamentos 

utilizados na medida. Trp-Bx e Pyr-Bx são as betaxantinas com os menores valores de 

ΦFl determinados, enquanto Arg-Bx e His-Bx apresentaram os maiores valores de ΦFl 

dentre as betaxantinas analisadas, próximos de 1 × 10–2. O produto ε × ΦFl de cada 

betaxantina corresponde ao seu brilho,9 e Arg-Bx e His-Bx são as betaxantinas mais 

brilhantes (Tabela 3). 

3.6. Estabilidade hidrolítica 

 Para determinar a estabilidade das betaxantinas em meio aquoso, a degradação 

desses compostos em tampão fosfato (100 mmol L–1, pH 7) foi acompanhada por 

espectrofotometria UV-Vis, a 50 ºC, por um período de 6 h. O valor da constante cinética 

observada (kobs) para a decomposição das betaxantinas foi determinado a partir da 

variação do máximo de absorção de cada uma delas em função do tempo. De forma geral, 

a degradação de betalaínas em temperatura ambiente é muito lenta para ser monitorada 

por mais de uma meia-vida antes que sinais de contaminação microbiológica sejam 

observados na solução.89 Por isso, optou-se por realizar os experimentos a 50 °C. 

 A análise do perfil de absorção das betaxantinas indica a diminuição da banda de 

absorção com máximo em torno de 475 nm em função do tempo, e o aparecimento de 
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uma banda com máximo em torno de 428 nm, que corresponde ao máximo de absorção 

do ácido betalâmico, um dos produtos da hidrólise das betalaínas (Anexo 40, Anexo 41, 

Anexo 42 e Anexo 44). Os dados de máximo de absorção em função do tempo foram 

ajustados utilizando-se uma função monoexponencial. Os valores de kobs e tempo de 

meia-vida (t1/2) obtidos estão apresentados na Figura 14 e na Tabela 4. 

 

Figura 14. Valores de constante cinética observada (kobs) para a hidrólise das betaxantinas em 
tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7, a 50 ºC. 

 A maioria das betaxantinas possuem um tempo de meia-vida de no máximo três 

horas, nas condições empregadas, sendo a His-Bx e a Gly-Bx as betaxantinas menos 

estáveis frente a hidrólise (Figura 14). Em contrapartida, Cys-Bx, Pyr-Bx e Pro-Bx são 

muito mais estáveis que as demais, e o decaimento da absorção para essas betaxantinas 

não atingiu duas meia-vidas, condição necessária para que se tenha dados suficientes para 

obter os seus valores de kobs e t1/2 com precisão. Para estimar esses valores, foi feita uma 

extrapolação do ajuste monoexponencial, com y0 fixado em 0. Os valores de kobs obtidos 
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para Pro-Bx e Pyr-Bx correspondem a 1/5 e 1/6 dos valores de kobs obtidos para Ile-Bx e 

Val-Bx, que apresentaram maior estabilidade frente a hidrólise nessas condições. Para 

Cys-Bx, o valor determinado pelo método de extrapolação do ajuste é cerca de 20 vezes 

menor que os valores de Ile-Bx e Val-Bx, e cerca de 3 vezes menor que o de Pyr-Bx. 

 Para comparar a estabilidade dessas betalaínas com as demais, calculou-se a 

diferença entre a absorção (ΔAbs) no tempo inicial (t = 0) e após 1 hora de cinética 

(ΔAbst0 – 1h), e após 6 h de experimento (ΔAbst0 – 6h), no comprimento de onda máximo 

de absorção de cada betaxantina (Tabela 4). Após o período de uma hora, os valores de 

absorção de Pro-Bx e Pyr-Bx decaíram apenas 4,4% e 3,6%, respectivamente, enquanto 

as demais tiveram um decaimento de 19% a 59%, com relação à absorção inicial. Após 6 

h, a absorção de Pro-Bx e decaiu 24% e a de Pyr-Bx apenas 19%, enquanto as demais 

tiveram um decaimento de 65% a 92%. Para Cys-Bx, foi observado um decaimento de 

1% no valor da absorção inicial, após uma hora de ensaio, e de apenas 6% após 6 h. 

3.7. Propriedades antioxidantes 

 A capacidade antioxidante das betaxantinas foi medida por meio de dois métodos: 

Capacidade de remoção de radicais ABTS (Ensaio ABTS, TEAC/ABTS•+) e Poder 

Antioxidante Redutor Férrico (Ferric-Reducing Antioxidant Power, FRAP). Os 

resultados de ambos os métodos são apresentados em capacidade antioxidante em 

equivalentes de Trolox (TEAC) para comparação. Ácido ascórbico (AscH) foi utilizado 

como um antioxidante de referência adicional e experimentos controle incluíram ácido 

betalâmico, DA-betaxantina, DOPA-betaxantina e Pyr-betaxantina. A capacidade 

antioxidante da maioria das betaxantinas derivadas de aminoácidos não foi estudada, 

apesar da ocorrência natural desses compostos, e os resultados disponíveis na literatura 

para alguns desses compostos não são diretamente comparáveis entre si pois remontam à 
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vários grupos de pesquisas que utilizam métodos analíticos diferentes.8, 74, 75, 83 Para 

facilitar, os resultados obtidos com cada método serão apresentados separadamente e 

retomados na discussão para uma análise conjunta da capacidade antioxidante e 

propriedades redox desses compostos e a relação com sua estrutura. 

Tabela 4. Valores de constante cinética observada (kobs) e tempo de meia vida (t1/2) para a 
hidrólise de betaxantinas em tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7, a 50 ºC e em tampão Britton-
Robinson (BR) 40 mmol L–1 pH 9,5, a 25 ºC. 

Betaxantina kobs (min–1) t1/2 (min) ΔAbs(t = 1h) (%) ΔAbs(t = 6h) (%) 

Ala-Bx 0,0107 65 0,29; [43] 0,60; [89] 
Arg-Bx 0,0110 63 0,31; [45] 0,62; [90] 
Asn-Bx 0,0146 47 0,41; [54] 0,71; [92] 
Asp-Bx 0,0124 56 0,29; [47] 0,55; [88] 
Cys-Bx 1,77 × 10–4a 3919a 0,01; [1] 0,05; [6] 
DA-Bx 0,0071 97 0,19; [24] 0,51; [67] 
Gln-Bx 0,0106 65 0,33; [43] 0,67; [89] 
Glu-Bx 0,0075 92 0,23; [34] 0,58; [87] 
Gly-Bx 0,0163 43 0,31; [54] 0,49; [87] 
His-Bx 0,0176 39 0,29; [59] 0,44; [90] 
Ile-Bx 0,0038 184 0,15; [19] 0,55; [69] 

DOPA-Bx 0,0080 87 0,17; [26] 0,42; [65] 
Leu-Bx 0,0070 100 0,22; [31] 0,59; [84] 
Lys-Bx 0,0097 71 0,28; [41] 0,62; [90] 

ε-Lys-Bx 0,0056 123 0,16; [26] 0,49; [78] 
Met-Bx 0,0092 75 0,27; [38] 0,61; [87] 
Phe-Bx 0,0060 116 0,17; [28] 0,50; [83] 
Pro-Bx 0,0008a 900a 0,03; [4,4] 0,17; [24] 
Pyr-Bx 0,0006a 1154a 0,02; [3,6] 0,12; [19] 
Ser-Bx 0,0137 51 0,35; [50] 0,62; [90] 
Thr-Bx 0,0085 82 0,26; [37] 0,63; [88] 
Trp-Bx 0,0042 164 0,18; [22] 0,63; [76] 
Tyr-Bx 0,0055 125 0,21; [27] 0,61; [80] 
Val-Bx 0,0038 184 0,14; [19] 0,53; [70] 

a valores obtidos a partir do ajuste monoexponecial com extrapolação dos dados, com y0 = 0 (fixo); b Ensaio 
realizado em pH = 10; c Ensaio realizado em pH = 10,5. 
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3.7.1. Poder redutor relativo ao ferro(III) 

 No método FRAP, em condições ácidas, o complexo férrico Fe(TPTZ)2(III) é 

reduzido para sua forma ferrosa Fe(TPTZ)2(II), que possui uma coloração azul, com 

máximo de absorção em 593 nm (Esquema 4). A reação de redução do complexo férrico 

envolve uma reação de transferência de um elétron entre o complexo Fe(TPTZ)2(III) e o 

doador de elétron, nesse caso, as betalaínas. 

 

Esquema 4. Esquema simplificado da formação do complexo Fe(III)(TPTZ)2 e sua posterior 
redução para Fe(II)(TPTZ)2 por um antioxidante. 

 A solução do complexo Fe(TPTZ)2(III), também chamada de reagente de trabalho 

FRAP, foi preparada por meio da mistura de uma solução aquosa ácida de triazina (TPTZ) 

com FeCl3, em tampão acetato 300 mmol L–1 pH 3,6. Essa solução tem coloração 

amarelo/marrom claro, e deve ser mantida a 37 ºC para que não ocorra precipitação. O 

FeSO4 foi usado como referência, já que sua reação com o complexo Fe(TPTZ)2(III) 

representa uma reação de troca de um único elétron, e portanto, tem um valor de FRAP 

igual a 1. A Figura 15(A) mostra o perfil do espectro de Fe(TPTZ)2(II), formado após a 

adição de diferentes concentrações de FeSO4. A reação de redução de Fe(TPTZ)2(III) é 

imediata na presença de FeSO4 (Figura 15(B)). 
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Figura 15. (A) Espectro de absorção do complexo Fe(TPTZ)2(II), formado após a adição de 
diferentes concentrações de Fe(II). (B) Gráfico de absorção em 593 nm em função do tempo após 
a adição de Fe(II) em concentrações de 0 a 50 µM. (C) Espectros de absorção de Glu-Bx em 
tampão acetato 300 mmol L–1 pH 3,6, da mistura reagente FRAP e Glu-Bx, e a subtração dos 
espectros no tempo inicial da reação (t = 0) e (D) após 30 min de reação. (E) Perfil cinético de 
absorção da reação de formação de Fe(TPTZ)2(II) após a adição de 5 µM de Glu-Bx, durante 30 
min. (F) Absorção de Glu-Bx em tampão acetato 300 mmol L–1 pH 3,6 a 37 °C em função do 
tempo, por 30 min. 

 Para que o resultado obtido por meio desse método seja acurado, algumas 

condições devem ser cumpridas, como a velocidade da reação de redução deve ser rápida 

o suficiente para que a reação se complete em um período curto de tempo e, o 

antioxidante, sua forma oxidada, e quaisquer outros produtos secundários não podem 

interferir na medida de absorção em 593 nm (máximo de absorção do Fe(TPTZ)2(II)).123 

 As betaxantinas possuem máximo de absorção em torno de 475 nm, distante do 

máximo de absorção de 593 nm do complexo, e seu perfil de absorção não se sobrepõe 
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ao espectro do complexo Fe(TPTZ)2(II). A Figura 15(C) apresenta, como exemplo, o 

espectro de absorção de Glu-Bx em tampão acetato (300 mmol L–1, pH 3,6) e o espectro 

de absorção do reagente FRAP obtido imediatamente após a adição de 5 µmol L–1 de Glu-

Bx (linha vermelha). Após 30 min de reação (Figura 15(D)), observa-se que ocorreu uma 

diminuição na absorção de Glu-Bx (linha vermelha, redução na absorção em torno de 475 

nm em comparação ao gráfico da Figura 15(C)) e a formação de Fe(TPTZ)2(II). A 

subtração dos espectros de Glu-Bx (que foi mantido em um poço separado, nas mesmas 

condições do ensaio) e da mistura FRAP e Glu-Bx (linha tracejada), em ambos os tempos, 

demonstra que não há interferência da absorção da betaxantina no comprimento de onda 

no qual foi acompanhada a formação do complexo Fe(TPTZ)2(II). 

 A Figura 15(E) apresenta a formação de Fe(TPTZ)2(II) após a adição de 5 µM de 

Glu-Bx acompanhada em função do tempo. Os espectros de absorção foram obtidos a 

cada 1 min, durante um período de 30 min. As setas indicam o consumo de Glu-Bx (seta 

para baixo, em torno de 475 nm) e a formação de Fe(TPTZ)2(II). O ponto isosbéstico em 

494 nm indica que não ocorrem reações secundárias durante o período da reação e, 

portanto, não há interferência de outros produtos na medida. 

 Para determinar o tempo de reação entre o reagente FRAP e as betaxantinas, foram 

escolhidas duas betaxantinas, DOPA-Bx e Glu-Bx, e a cinética da reação com 

Fe(TPTZ)2(III) foi acompanhada em 593 nm por um período de duas horas (Figura 16). 

Embora ainda seja observado um aumento na absorção em 593 nm durante esse período 

na reação com a DOPA-Bx (Figura 16), o que indica que a reação ainda está ocorrendo, 

o aumento da absorção após 30 min é pequeno comparado ao ΔAbs nos primeiros 30 min. 

No entanto, para a maioria das betaxantinas observou-se a estabilização da absorção 

durante esse período de tempo (Anexo 49).  
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Figura 16. Valores de absorção em 593 nm em função do tempo após a adição de 5 µM de Glu-
Bx e DOPA-Bx ao reagente FRAP, e o controle (reagente FRAP na ausência de antioxidantes). 

 As condições do método empregado também precisam ser levadas em 

consideração na escolha do tempo, visto que o ensaio é realizado em meio ácido (pH 3,6) 

e a 37 ºC, ambas condições que, de forma geral, favorecem a degradação de betalaínas89, 

e podem levar a formação de produtos de degradação que podem interferir no resultado 

do ensaio. Assim, para verificar o efeito do meio e da temperatura empregados no ensaio 

sobre a degradação das betaxantinas, foram preparadas soluções das betaxantinas em 

tampão acetato 300 mmol L–1 pH 3,6 a 37 ºC. Foram obtidos espectros de absorção 

imediatamente após o preparo das soluções (t = 0), e após serem mantidas por 30 min a 

37 °C. Observa-se uma pequena diminuição na absorção das betalaínas nesse intervalo 

de tempo (Figura 15(F) e Anexo 50). Contudo, exceto para a Gly-Bx em que se observa 

uma diminuição maior na absorção, a degradação das demais betaxantinas é pequena no 

intervalo de tempo em que o ensaio foi acompanhado. 

 Com isso, levando-se em conta a estabilidade das betalaínas e a praticidade do 

ensaio, a variação da absorção (ΔAbs) em 593 nm na presença do antioxidante foi 

acompanhada por um período de 30 min, com cinco concentrações diferentes de 

antioxidantes (betalaínas e compostos de referência), e calculada em relação a um 

controle sem antioxidante. Como referência, além do Trolox mencionado anteriormente, 
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foi utilizado também o FeSO4 para estimar o número de elétrons envolvidos na redução, 

em relação ao valor da reação de um único elétron por molécula. Ou seja, o valor de 

FRAP corresponde ao número de elétrons envolvidos na reação direta de redução de 

Fe(III) para Fe(II) pelo oxidante adicionado à solução contendo Fe(TPTZ)2(III). Os 

valores de ΔAbs em 593 nm apresentaram dependência linear com a concentração de 

antioxidante para todos os compostos analisados (Anexo 48; Tabela Anexo 4). Os 

resultados obtidos com o ensaio FRAP mostram que em pH 3,6, a maioria das 

betaxantinas possuem um TEACFRAP menor que 2, que é similar ao valor obtido para o 

ácido ascórbico Figura 17.  

 

Figura 17. Capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC) das betaxantinas 
determinadas pelo método FRAP em pH 3,6. Os asteriscos indicam os valores que são diferentes 
dos valores de Gly-Bx (ANOVA-Tukey test, intervalo de confiança de 95%, * p < 0,05, ** p < 
0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, N = 3). 
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 A Cys-Bx mostrou a menor capacidade antioxidante, e a Trp-Bx (3,2 ± 0,1), a 

DA-Bx (4,2 ± 0,1) e a DOPA-Bx (4,7 ± 0,1) apresentaram os maiores valores de 

TEACFRAP. A Tyr-Bx possui um TEACFRAP de 1,7 ± 0,1, o que indica que o grupo 

fenólico não aumenta, necessariamente, o valor de TEACFRAP comparado à betaxantinas 

não-fenólicas, como a His-Bx, por exemplo. 

3.7.2. Capacidade de sequestrar radicais de ABTS 

 A capacidade antioxidante das betaxantinas também foi determinada utilizando o 

ensaio colorimétrico de remoção de cátions radicais ABTS (ABTS•+).124 Nesse ensaio, o 

ABTS•+ é gerado anteriormente a sua reação com o antioxidante, por meio da reação de 

ABTS com persulfato de potássio. O radical ABTS•+ possui máximos de absorção em 

415 nm (o comprimento de onda mais comumente utilizado nos ensaios de TEAC),  

645 nm, 734 nm e 815 nm. A adição de um antioxidante à solução contendo o radical 

ABTS•+ leva a sua redução a ABTS e, consequentemente, diminui a sua absorção, em 

uma reação dependente da concentração do antioxidante, de sua capacidade antioxidante 

e do tempo de reação. Assim, a capacidade antioxidante é determinada por meio da 

variação da absorção de radical ABTS•+ em 734 nm, durante um intervalo de tempo 

determinado, em função da concentração de antioxidante, e é calculada com relação ao 

valor obtido para o Trolox, nas mesmas condições experimentais. As betaxantinas tem 

máximo de absorção em torno de 480 nm e, portanto, não interferem na absorção do 

radical ABTS•+ em 734 nm.125 Assim, a reação foi monitorada em 734 nm, por um período 

de 6 min, e a variação da absorção foi calculada com relação a um controle sem 

antioxidante. 

 O ensaio ABTS pode ser realizado em uma ampla faixa de pH.126 Estudos 

anteriores mostram que a capacidade antioxidante de betalaínas é influenciada pelo pH 
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do meio. De forma geral, as betalaínas apresentam maior capacidade antioxidante em 

meios neutros e básicos, e menor capacidade em meios ácidos.8, 23, 29, 74 Com isso, optou-

se por realizar o experimento em pH 7, pela proximidade com o pH de relevância 

biológica (pH = 7,4), e em pH 3,6, para que os resultados pudessem ser comparados com 

os valores obtidos com o método FRAP, que requer um meio ácido (pH 3,6) para 

solubilizar o produto Fe(TPTZ)2(II) formado. 

 Os resultados de TEACABTS obtidos em pH 3,6 são menores que 1, o que significa 

que em meio ácido, as betaxantinas removem menos ABTS•+ do que Trolox e AscH 

(Figura 18). Assim como no método FRAP, a Cys-Bx apresentou o menor valor de 

TEACABTS, e a Tyr-Bx apresentou um valor (0,46 ± 0,02) mais próximo dos valores 

obtidos para as betalaínas não-fenólicas que, no entanto, está de acordo com dados da 

literatura que descrevem que, em meio ácido, betalaínas fenólicas com apenas uma 

hidroxila em sua estrutura apresentam valores de TEACABTS similares aos de betalaínas 

não-fenólicas.74 Em contrapartida, em pH 7, todas as betaxantinas possuem capacidade 

antioxidante superior à do AscH e do Trolox, com exceção da Cys-Bx. As betaxantinas 

não-fenólicas apresentaram valores de TEACABTS entre 1,8 e 2,5, e a Tyr-Bx apresentou 

um valor de TEACABTS de 3,6 ± 0,4, se aproximando do grupo que contém as betaxantinas 

com os maiores valores de capacidade antioxidante: dopamina-betaxantina (4,8 ± 0,5), 

DOPA-betaxantina (4,4 ± 0,4), e triptofano-betaxantina (5,1 ± 0,5). 
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Figura 18. Capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (TEAC) das betaxantinas 
determinadas pelo ensaio ABTS em pH 3,6 e 7. Os asteriscos indicam os valores que são 
diferentes dos valores de Gly-Bx (ANOVA-Tukey test, intervalo de confiança de 95%, * p < 0,05, 
** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001, N = 3). 

3.8. Propriedades redox 

 Informações sobre os potenciais redox das betaxantinas são necessárias para uma 

análise mais profunda sobre as propriedades antirradicalares desses compostos. Portanto, 

medidas de voltametria cíclica foram realizadas em KCl 0,1 mol L–1 pH 7 com o objetivo 

de determinar os potenciais formais das betaxantinas. As medidas foram feitas utilizando-

se um eletrodo impresso de carbono, que permite a utilização de uma quantidade mínima 

de solução. As soluções das betaxantinas de concentração 1 mmol L–1 foram preparadas 

em KCl 0,1 mol L–1. O voltamograma do eletrólito suporte (KCl 0,1 mol L–1) foi subtraído 

dos voltamogramas das betaxantinas. 
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 Todas as betaxantinas apresentaram pelo menos um potencial de pico anódico, 

com potenciais de pico que variam entre 0,4 – 1,2 V vs. SHE. A maioria das betaxantinas 

apresentaram voltamogramas cíclicos compatíveis com processos irreversíveis (Figura 

19), o que impossibilita a obtenção dos seus potenciais de meia-onda (E1/2) a partir dos 

valores de potenciais de pico anódico e catódico (Ep,a e Ep,c, respectivamente). Potenciais 

de meio-pico (Ep/2) e potenciais de ponto de inflexão (Ei) foram utilizados como 

aproximações dos valores de potencial redox formal nos casos de irreversibilidade (Box 

2).127 Todos os valores de potenciais determinados a partir dos voltamogramas estão 

apresentados na Tabela Anexo 6. Os valores de potencial de meia-onda (E1/2) foram 

determinados pelo ponto entre os potenciais de pico anódico e catódico, Ep,a e Ep,c, 

respectivamente. Ep,a e Ep,c foram determinados pelos “pontos zero” da primeira derivada 

dos voltamogramas. O potencial de meio-pico (Ep/2) foi determinado pelo ponto onde a 

corrente é igual a metade do valor máximo de corrente no pico anódico. O potencial de 

ponto de inflexão (Ei) foi determinado pelo “ponto zero” da segunda derivada dos 

voltamogramas. Detalhes sobre a medida de processos irreversíveis por voltametria 

cíclica são apresentados no Box 1. 

BOX 1. Voltametria cíclica: estimativa de potencial redox formal em processos irreversíveis 

A voltametria cíclica é provavelmente a técnica eletroquímica mais utilizada para investigar 

processos de oxidação e redução de espécies moleculares.128 O processo de transferência de 

elétron está relacionado com a reatividade de muitos sistemas antioxidantes.129 Em um 

experimento básico de voltametria cíclica, um intervalo de potencial é aplicado na superfície 

de um eletrodo de trabalho em velocidade constante, e a corrente gerada durante o processo de 

oxidação de um antioxidante é monitorada. Os parâmetros mais simples obtidos do 

voltamograma resultante usados para caracterizar o antioxidante são o potencial de pico (Ep), 
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o potencial de meia-onda (E1/2) e a corrente de pico (ip). Geralmente, o potencial de pico fornece 

informações sobre a facilidade que uma molécula tem em transferir elétrons.129 

O valor de E0 pode ser calculado por meio de experimentos de voltametria cíclica utilizando-

se a equação de Nernst se as atividades relativas dos analitos oxidados e reduzidos em 

equilíbrio forem conhecidas, o que raramente é o caso. Assim, os potenciais de meia-onda (E1/2) 

se tornaram a representação preferida de E0, ou seja, E0 ≈ E1/2 para processos de oxidação e 

redução reversíveis. A média entre os valores de potencial de pico anódico (Ep,a) e pico catódico 

(Ep,c) definem o valor de E1/2, valores esses simples de serem obtidos do voltamograma cíclico 

de processos reversíveis. Essa definição de E1/2 também se estende a processos quase-

reversíveis (i.e., processos que são quimicamente reversíveis e eletroquimicamente 

irreversíveis).130 

Em um processo de redução quimicamente e eletroquimicamente reversível, a diferença entre 

os picos de potencial anódico e catódico (ΔEp) é de 57 mV a 25 °C. A reversibilidade química 

indica se um analito se mantém estável após a redução e pode ser subsequentemente reoxidado. 

A reversibilidade eletroquímica se refere a cinética de transferência de elétrons entre o eletrodo 

e o analito. Quando existe uma barreira baixa para a transferência de elétrons (reversibilidade 

eletroquímica), o equilíbrio de Nernst é estabelecido imediatamente após qualquer mudança no 

potencial aplicado. Quando existe uma barreira alta para a transferência de elétrons 

(irreversibilidade eletroquímica), as reações de transferência de elétrons são mais lentas e 

potenciais mais negativos (positivos) são necessários para que ocorra a reação de redução 

(oxidação), levando a maiores valores de ΔEp.128 

Quando um voltamograma cíclico indica um comportamento irreversível, e consequentemente 

o valor de E1/2 não pode ser obtido, os potenciais de pico (Ep) são indicados, i.e., os potenciais 

anódicos para oxidações ou potenciais catódicos para reduções. Contudo, os valores de Ep são 

sensíveis tanto às condições experimentais da medida, como a velocidade de varredura 

utilizada, a concentração da amostra e a concentração do eletrólito de suporte, quanto à 



 93 

propriedades inerentes da amostra analisada, como a velocidade de transferência de elétron, a 

velocidade de difusão das formas oxidadas ou reduzidas do analito e velocidade de degradação 

ou transformação química das espécies formadas. Além disso, voltamogramas de processos 

reversíveis indicam que os valores de Ep desviam consideravelmente dos valores de E1/2 e, 

portanto, essa pode não ser uma boa aproximação.130 

Com isso, para processos reversíveis, foram propostos o uso do potencial de meio-pico (Ep/2), 

que corresponde ao potencial na metade do valor máximo de corrente e o potencial no ponto 

de inflexão (Ei) das ondas anódicas e catódicas, como estimativas para o valor de E0.130, 131 

Embora em muitos casos os valores obtidos para Ei e Ep/2 sejam quase os mesmos, os valores 

de Ei tendem a ser inerentemente mais próximos dos valores de E1/2 que os valores de Ep/2.130 

 Os voltamogramas cíclicos das betaxantinas primárias não-fenólicas 

apresentaram apenas um pico de potencial anódico irreversível, entre 720 mV (1,0 V vs. 

SHE) para Phe-Bx, e 854 mV (1,1 V vs. SHE) para Lys-Bx (Figura 19). Nos 

voltamogramas de prolina-betaxantina e pirrolidina-betaxantina observam-se dois picos 

anódicos, com valores acima de 700 mV. Para Pro-Bx, observa-se um primeiro pico 

anódico, Ep,a
II’ em 742 mV (1,0 V vs. SHE) e o segundo, Ea

II” em 874 mV (1,2 V vs. SHE) 

(Figura 20). No voltamograma de Pyr-Bx, observa-se um segundo pico anódico, Ea
II” em 

835 mV (1,1 V vs. SHE). A primeira onda não possui um máximo bem definido, e não 

foi possível determinar o valor de Ea
II’ pela primeira derivada e, portanto, esse valor foi 

obtido por uma aproximação visual para 710 mV. A espécie formada em torno de  

710 mV pode ser uma espécie quimicamente instável. 

 Dopamina-betaxantina, DOPA-betaxantina, Tyr-betaxantina e Trp-betaxantina 

apresentaram, além de um pico anódico irreversível na região entre 784 mV (DA-Bx) e 

915 mV (Tyr-Bx), similar ao observado para as demais betaxantinas, uma região 

reversível e valores de Ep,a menores. A partir dos valores de Ep,a e Ep,c dos processos 
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reversíveis dessas betaxantinas, foram obtidos os seus valores de E1/2, de 272 mV  

(DA-Bx; 5,6 V vs. SHE), 199 mV (DOPA-Bx; 4,9 V vs. SHE), 103 mV (Tyr-Bx; 3,9 V 

vs. SHE) e 90 mV (Trp-Bx; 3,8 V vs. SHE) (Tabela Anexo 6). O valor de Ep,a de cisteína-

betaxantina é em torno de 0,9 V e a intensidade da corrente gerada na voltametria cíclica 

dessa betalaína é muito menor do que nas demais, o que sugere uma ionização mais baixa. 

Embora em alguns voltamogramas pareça existir uma região reversível entre 0 e 400 mV, 

os potenciais não puderam ser definidos pela primeira derivada (Figura 19).  
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Figura 19. Voltamogramas cíclicos das betaxantinas estudadas, concentração 1 mmol L–1 em KCl 
0,1 mol L–1, velocidade de varredura de 50 mV s–1. O voltamograma do eletrólito de suporte (KCl 
0,1 mol L–1) foi subtraído dos voltamogramas das betaxantinas. As setas indicam o início e a 
direção da varredura. 
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Figura 20. Potenciais de pico determinados por voltametria cíclica. Potenciais catódicos (◄) e 
anódicos (►) foram determinados utilizando-se eletrodos impressos de carbono, eletrodo de 
referência de Ag/AgCl e eletrodo auxiliar de de carbono. Intervalo de potencial: –0,4 a 1,0 V, 
velocidade de varredura: 50 mV s–1, concentração de betaxantina: 1 mmol L–1 em KCl (0,1 mol 
L–1) pH 7,0. 
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4. DISCUSSÃO 

4.1. Considerações sobre a semissíntese de betaxantinas 

 A hidrólise alcalina das betalaínas presentes no suco de beterraba produz uma 

mistura escalêmica de ácido betalâmico e isobetalâmico.43 Por esse motivo, o uso de 

condições alcalinas para a semissíntese das betaxantinas a partir do ácido betalâmico pode 

parecer ilógica. No entanto, sob as condições de semissíntese reportadas nesse trabalho, 

a desprotonação dos grupos amônio dos aminoácidos (pKa ~ 9,5; Tabela Anexo 7) 

promove a adição nucleofílica do grupo amino à função aldeído do ácido betalâmico, 

produzindo betaxantinas quantitativamente. O estado de protonação dos aminoácidos 

também tem um efeito na reatividade dos grupos funcionais da cadeia lateral desses 

compostos. O meio básico no qual a reação de semissíntese das betaxantinas é realizada 

favorece a desprotonação desses grupos e, portanto, o acoplamento pela cadeia lateral 

poderia ocorrer, levando à formação de isômeros. No entanto, outros fatores, além do 

equilíbrio de protonação, devem ser levados em consideração. 

 Na glutamina e asparagina, o grupo amino da função amida possui reatividade 

menor que o grupo α-amino, devido à conjugação eletrônica intramolecular.50 Os grupos 

funcionais da cadeia lateral da tirosina, ácido aspártico e ácido glutâmico são menos 

reativos que o grupo α-amino e, portanto, a reação de acoplamento não ocorre por meio 

desses grupos. O grupo da cadeia lateral da arginina (grupo guanidina) possui um valor 

de pKa = 13,8 ± 0,1 e, portanto, está predominantemente protonado nas condições da 

semissíntese (pH 11),133 impedindo a formação da ligação pelo grupo guanidina. A 

histidina possui um grupo imidazol em sua cadeia lateral, que embora possua um valor 

de pKa de 6,04, o grupo com maior nucleofilicidade na histidina é o grupo α-amino.134 
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Assim, com exceção da Cys-Bx e ε-Lys-Bx, todas as demais betaxantinas são obtidas por 

meio do ataque do grupo α-amino ao aldeído do ácido betalâmico. 

 O ácido betalâmico reage muito mais rápido com L-prolina e pirrolidina em 

comparação aos demais aminoácidos e aminas primárias, para os quais são necessários 

uma quantidade 10 vezes maior do nucleófilo e um período de reação de até 48 h para 

que ocorra a formação das betaxantinas. Isso é devido à maior nucleofilicidade de aminas 

secundárias comparadas às aminas primárias, como evidenciado pelo parâmetro de 

nucleofilicidade de Mayr (N), como por exemplo, os parâmetros N de Pro (18,1), Pyr 

(17,2), Phe (14,1), e Thr (12,7).134, 135 O parâmetro N serve como um guia para o uso de 

nucleófilos em geral em sínteses e permite a comparação com outros nucleófilos de 

diferentes estruturas que já tiveram o seu parâmetro N determinado: quanto maior o valor 

de N, maior a nucleofilicidade. 

 Dopamina, L-DOPA e tirosina possuem grupos fenol em sua estrutura, o que as 

torna susceptíveis à oxidação, principalmente em meio básico, como o utilizado na 

semissíntese das betaxantinas. A oxidação de L-DOPA e dopamina levam à suas formas 

quinona (dopaquinona e dopaminoquinona, respectivamente), que são capazes de realizar 

uma adição de Michael intramolecular (ciclização), formando leucodopacromo e 

leucodopaminacromo, que após sucessivas reações, eventualmente polimerizam 

formando melanina. O meio básico utilizado na reação de semissíntese garante a 

desprotonação dos grupos –OH e do grupo amino, necessária para que ocorra a 

ciclização.136, 137 A oxidação de L-DOPA e dopamina foi observada durante as reações de 

semissíntese das betaxantinas derivadas dessas aminas, pela formação de uma solução 

marrom escura. Assim, para evitar a oxidação dessas moléculas, as reações de 

semissíntese foram realizadas em solução saturada com N2 ou com a adição de ácido 
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ascórbico. O procedimento para a semissíntese de betaxantinas apresentado aqui evita o 

uso de um grande excesso (> 500 equiv) de aminoácidos ou aminas, e ácido é utilizado 

somente para ajustar o pH da solução para 5 ao final da reação e evitar a degradação das 

betaxantinas. 

 A semissíntese de betalaínas é geralmente realizada em acetato de etila ou água 

como solventes. Em acetato de etila, a reação requer catálise ácida, para a qual é utilizado 

ácido p-toluenossulfônico, e que tem a vantagem adicional de induzir a precipitação do 

produto formado.27, 43, 138, 139 As betalaínas, de forma geral, sofrem degradação em meio 

aquoso ácido e, por isso, a semissíntese desses compostos em água é geralmente realizado 

em pHs maiores que 3.89 A resolução das betaxantinas [(S)-C6] e seus estereoisômeros 

iso [(R)-C6], assim como seu isolamento ou a síntese de um único diastereoisômero não 

é produtiva porque betaxantinas e outras iminas isomerizam em solução aquosa.19, 140, 141 

Assim, os resultados apresentados nesse trabalho se referem a misturas de pelo menos 

dois estereoisômeros de cada betaxantina, assim como todos os outros estudos que 

utilizam betaxantinas semissintéticas (ou naturais), um fato que não é suficientemente 

enfatizado na literatura. 

4.2. As betaxantinas derivadas da L-lisina 

 A lisina possui um grupo α- e um grupo ε-amino, o que pode resultar na formação 

de dois adutos de lisina-betaxantina, com o mesmo valor de m/z. A formação de dois 

adutos a partir do acoplamento de L-lisina com ácido betalâmico com tempos de retenção 

e λAbs diferentes (475 nm e 469 nm) já foi reportada, no entanto, apenas análises de 

espectrometria de massas foram realizadas, o que não permitiu a elucidação da estrutura 

dos produtos obtidos, uma vez que o mesmo padrão de fragmentação foi observado para 

ambas as espécies.43, 50, 56 A betaxantina derivada da lisina encontrada em beterrabas 
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vermelhas e amarelas e em acelga amarela coincide com apenas um dos adutos obtidos 

pela reação in vitro entre ácido betalâmico e L-lisina, ou seja, embora a lisina possua dois 

sítios nucleofílicos, apenas um aduto é formado na biossíntese de lisina-betaxantina nas 

fontes naturais em que essa betalaína está presente.39 

 Em reações de lisina com meteto de quinona, nas quais o grupo α-amino da lisina 

estava protegido, o grupo ε-amino foi alquilado, mas em uma velocidade 30 vezes menor 

em relação à alquilação no grupo α-amino. Essa diferença de seletividade das meteto de 

quinona pelo grupo α-amino versus o grupo ε-amino da lisina foi racionalizada pela 

diferença do grau de protonação entre esses grupos (pKa NH2-α = 9,16; pKa NH2-ε = 

10,67; Tabela Anexo 7).142 

 A análise cromatográfica do produto obtido após a reação de L-lisina com ácido 

betalâmico indica que os valores das áreas dos sinais correspondentes às frações 1 e 2 são 

similares, a área do pico da fração 2 corresponde a 92% da área do pico da fração 1, o 

que indica que, nas condições utilizadas para a semissíntese de betaxantinas, não há uma 

preferência entre os dois possíveis sítios de ligação da lisina, e as duas betaxantinas 

derivadas desse aminoácido, Lys-Bx e ε-Lys-Bx, são formadas em proporções similares. 

 Os padrões de fragmentação obtidos pelas análises de HPLC-ESI-qTOF-MS/MS 

das duas betaxantinas da lisina não permitem, de fato, a determinar de forma inequívoca 

a identidade dos dois compostos obtidos. No entanto, a fragmentação do íon [M+H]+ da 

fração 1 produz um fragmento de m/z 323,1227, condizente com a perda de NH3, não 

observado na análise da fração 2 (Anexo 14 e Anexo 15). Investigações com lisina 

marcada com 15Nα revelaram que a perda de NH3 ocorre exclusivamente do grupo amino 

da cadeia lateral do aminoácido.143 Assim, a perda de NH3 pelos isômeros presentes na 
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fração 1 corrobora a identificação da estrutura desse composto, como um produto do 

ataque do grupo α-amino ao ácido betalâmico (Lys-Bx). 

4.3. A betalaína não-imínica derivada da cisteína 

 De acordo com seu parâmetro N, a cisteína é o aminoácido proteinogênico mais 

nucleofílico (N = 23,43), sendo aproximadamente 6000 vezes mais reativo em reações 

com íons benzidrilio, em comparação à alanina, aminoácido similar que não possui o 

enxofre em sua estrutura, o que indica uma maior reatividade do enxofre. Assim, em 

contraste com os demais aminoácidos, nos quais o grupo amino-α é o sítio reativo, na 

cisteína o tiolato é o sítio reativo.134 Em reações de aminoácidos com meteto de quinona 

o sítio primário de alquilação para cisteína também é o enxofre, enquanto pra outros 

aminoácidos como glicina, serina e histidina, o sítio reativo é o grupo α-amino.142 Além 

disso, em reações com formaldeído, a cisteína foi o aminoácido com maior reatividade, 

em comparação com aminoácidos que não possuem um grupo tiol (Ala, Ser, Thr e His).144 

No entanto, apesar da maior reatividade do enxofre, na reação de cisteína com 

formaldeído, na qual se obtém como produtos a tiazolidina e um produto S-hidroximetil, 

evidências indicam que a formação do produto ciclizado ocorre provavelmente via 

formação de um intermediário imina e não via formação do produto S-hidroximetil.144  

 Na reação de formação de Cys-Bx, após o ajuste do pH do meio para 5, o espectro 

obtido possui um perfil característico de betaxantinas, com máximo de absorção em 476 

nm, e um ombro em 456 nm. Esse poderia ser um indício de que a reação de formação de 

Cys-Bx ocorre pela formação da imina como um produto intermediário, que 

posteriormente cicliza de forma espontânea para formação do anel tiazolidina. 

 Considerando todas as evidências, as espécies com λAbs em 322 nm foram, de 

forma tentativa, atribuídas como um intermediário tetraédrico formado pelo ataque do 
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nucleófilo tiolato (e/ou do amino grupo da cisteína) ao ácido betalâmico e as espécies 

com λAbs em 476 nm como a betaxantina da cisteína esperada ou seu isômero sulfônico 

(Esquema 5). A ciclização espontânea de ambas as espécies leva a um anel tiazolidina 

que é oxidado em um processo que envolve 2e–,2H+, para a formação de um anel  

2-tiazolina (Cys-Bx), como inferido por meio das análises de RMN de 1H e 

espectrometria de massas, embora não seja muito claro como essa oxidação ocorre. 

 

Esquema 5. Mecanismo proposto para a obtenção de Cys-Bx. 

 Esse resultado possui implicações biológicas interessantes, visto que é a primeira 

evidência de que betalaínas são susceptíveis ao ataque nucleofílico de grupos tiol, como 

os presentes na cadeia lateral de resíduos de cisteína em peptídeos e proteínas, o que pode 

levar a formação de adutos. Ainda, é importante mencionar que essa é a primeira vez que 

a estrutura da Cys-Bx é reportada e essa é a primeira betalaína não-imínica derivada de 

um aminoácido. No entanto, a ocorrência natural desse composto ainda não foi verificada. 

4.4. Padrão de fragmentação de betalaínas 

 A espectrometria de massas de alta resolução (HRMS) possui um alto poder de 

resolução fornecendo medidas de massas altamente precisas. Além disso, a fragmentação 

gerada no método MS/MS auxilia na identificação dos compostos analisados. Para 



 103 

garantir a confiabilidade dos compostos identificados, o valor do erro entre a razão m/z 

experimental e teórica deve ser menor que 5 ppm. 

 A espectrometria de massas tem sido utilizada para a caracterização de betalaínas, 

tanto semissintetizadas, quanto purificadas a partir de fontes naturais. A identificação de 

fragmentos e a observação de um possível padrão de fragmentação auxiliam na 

identificação e descoberta de novas betalaínas. No entanto, a maioria dos trabalhos 

reportam apenas a massa unitária do íon molecular,20, 36, 37, 50 ou de alta resolução, mas 

sem a fragmentação, como reportado recentemente na identificação de 64 betalaínas em 

extratos provenientes de três variedades diferentes de beterrabas.51 Xie e colaboradores 

apresentaram os valores de massas obtidos com a fragmentação de 68 betalaínas 

encontradas em djulis também no massas de alta resolução. No entanto, muitos 

fragmentos não possuem uma estrutura como possível identificação.41 

 A partir das análises de HPLC-ESI-qTOF-MS/MS realizadas para caracterizar as 

betaxantinas semissintetizadas, foi possível identificar que existe um padrão de 

fragmentação típico que envolve, principalmente, a perda de fragmentos de CO e H2O. 

Todos os íons obtidos na análise de massas foram fragmentados, e os fragmentos de íons 

foram tentativamente identificados (Anexo 1 – Anexo 24). 

 Além do íon molecular [M+H]+ (ou [M]+) foram observados, ainda no espectro 

MS (sem fragmentação), dois outros íons, com valores de m/z correspondentes aos íons 

[M+H–46]+ e [M+H–74]+. Esses íons são observados para a maioria das betaxantinas, 

com exceção da DA-Bx e DOPA-Bx, que não apresentaram nenhum dos dois íons. Arg-

Bx, Gly-Bx, His-Bx, Lys-Bx, ε-Lys-Bx e Pyr-Bx não apresentaram o íon [M+H–74]+. 

Esses íons, chamados de íons metaestáveis, são fragmentos do íon molecular, que são 

formados no caminho entre a fonte de ionização e o analisador de massas.145 
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 Para as betalaínas derivadas da arginina, histidina e lisina, foram observados, além 

do íon molecular [M+H]+ de m/z esperado para essas betaxantinas, íons do tipo [M+2H]2+, 

que correspondem à molécula com carga 2+, e íons do tipo [M+2H–46]2+, que 

correspondem a perda de CO2 e H2 (Anexo 2, Anexo 10, Anexo 14 e Anexo 15). 

 Os íons [M+H]+ de Ile-Bx e Leu-Bx possuem o mesmo valor de m/z, visto que os 

dois compostos são isômeros. Os fragmentos resultantes da dissociação entre os carbonos 

11 e 12, ou seja, a eliminação de C3H8 na molécula de Leu-Bx, ou C2H6, no caso de Ile-

Bx, poderiam diferenciar as duas betalaínas146. Infelizmente, nenhum íon com m/z 

compatível com esse tipo de fragmentação foi encontrado na análise dessas betaxantinas 

(Anexo 11 e Anexo 13). No entanto, como todas as betalaínas foram semissintetizadas 

utilizando-se os aminoácidos apropriados para o composto que se desejava obter, os 

resultados obtidos com as análises de espectrometria de massas são suficientes para 

identificar as betalaínas obtidas. 

 O espectro de DOPA-Bx apresentou um sinal com m/z 781,2210, correspondente 

à estrutura de um dímero de DOPA-Bx, e sua fragmentação resulta em um sinal com m/z 

391,1149, que está de acordo com a massa esperada para DOPA-Bx (Anexo 12). Tanto a 

fragmentação do sinal correspondente ao dímero quanto a fragmentação do sinal do íon 

[M+H]+ geraram fragmentos de íons de mesma m/z, confirmando a identidade do dímero 

de DOPA-Bx. Na análise de HRMS de OxiBeet também foi observado um sinal com 

valor m/z compatível com um dímero dessa betalaína, sugerindo que existam agregados 

dessa betalaína.147 Nesse trabalho, a existência de dímeros foi observada apenas para a 

DOPA-Bx. 

 A fragmentação do íon [M+H]+ da maioria das betaxantinas produziu, de forma 

geral, três tipos de fragmentos de íons: íons derivados das próprias betaxantinas, do ácido 
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betalâmico e dos aminoácidos ou aminas precursoras. Não foram obtidos exatamente os 

mesmos fragmentos de íons para todas as betalaínas analisadas, mas observam-se 

fragmentos em comum que se repetem entre elas, principalmente os fragmentos derivados 

de descarboxilações, que auxiliam na identificação, e permitem traçar um padrão de 

fragmentação para esses compostos. Ou seja, são fragmentos que podem ser esperados 

em análises de espectrometria de massas (MS/MS) de betalaínas, contribuindo para a 

identificação desses compostos, principalmente em análises de extratos de fontes naturais 

de betalaínas. 

 Alguns fragmentos provenientes da porção betalâmica foram identificados, como 

o fragmento de íon de m/z teórica de 211,0713, já relatado na literatura,35, 41 presente, por 

exemplo nas análises de DA-Bx (Anexo 6) e Trp-Bx (Anexo 22). Esse tipo de fragmento 

é importante na identificação de betalaínas, pois possui em sua estrutura o átomo de N 

proveniente do aminoácido/amina precursor, ausente na estrutura do ácido betalâmico, 

ou seja, é um fragmento “misto”, composto em sua maior parte pela estrutura proveniente 

do ácido betalâmico, porém, possui também uma pequena porção do aminoácido/amina 

precursor. Os fragmentos de íons de m/z teórica 194,0448 e 150,0550, já relatados na 

fragmentação de outras betalaínas,41 também foram observados nas análises das 

betaxantinas, como Asn-Bx (Anexo 3) e Gln-Bx (Anexo 7). 

 Fragmentos de íons derivados dos aminoácidos ou aminas foram observados 

somente nas análises de algumas betaxantinas: Arg-Bx apresentou um fragmento de íon 

de m/z 114,1030, identificado como um fragmento proveniente da arginina (Anexo 2); 

Asn-Bx apresentou um fragmento, de m/z 87,0558, que corresponde à estrutura da 

asparagina descarboxilada (Anexo 3); His-Bx apresentou um fragmento de m/z 156,0776, 

correspondente à estrutura protonada de seu aminoácido precursor (histidina), e outros 
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três fragmentos de massa inferior, identificados como também provenientes da histidina, 

sendo eles: m/z 112,0874, que corresponde à histidina descarboxilada, m/z 110,0717, 

corresponde à perda de H2, com relação ao fragmento anterior, e m/z 95,0604, com perda 

de NH3 (Anexo 10); Lys-Bx apresentou um fragmento de m/z 147,1126, correspondente 

à estrutura de lisina protonada (Anexo 14); Pro-Bx, um fragmento de m/z 116,0710, 

compatível com a estrutura da prolina protonada (Anexo 18); e Trp-Bx, que apresentou 

os fragmentos de m/z 188,0710 e 130,0654 (Anexo 22), ambos fragmentos típicos de 

conjugados de triptofano.146 

 Os fragmentos derivados das betaxantinas apresentam um padrão de 

fragmentação típico de perda de CO2 ou de CO e H2O. Como as betaxantinas analisadas 

possuem entre dois e três grupos carboxílicos em suas estruturas, são observados 

fragmentos de íons mono, di e tri-descarboxilados. A Tabela 5 apresenta os valores de 

m/z para os fragmentos de íons obtidos após a perda desses fragmentos, para todas as 

betaxantinas analisadas. O Esquema 6 apresenta as estruturas genéricas dos fragmentos 

de íons mono, di e tri-descarboxilados obtidos. De todos os fragmentos de íons obtidos, 

o fragmento gerado pela perda de 46 Da ([(M+H)–46]+) é o mais comum entre as 

betaxantinas, não sendo observado apenas para Asn-Bx, Gln-Bx e Tyr-Bx. Para a Gln-Bx 

foram obtidos apenas fragmentos de íons que correspondem a uma descarboxilação após 

a perda de NH3 e, portanto, nenhum dos fragmentos típicos de descarboxilação foram 

observados na análise dessa betaxantina. 
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Esquema 6. Estruturas genéricas dos fragmentos de íons gerados pelas fragmentações mais 
comuns observadas nas análises de betaxantinas por HPLC-ESI-qTOF-MS/MS. 

 Com relação a mono-descarboxilação, a maioria das betaxantinas apresentou 

fragmentos de íons com perda de CO e H2O (–46 Da; [(M+H)–46]+), algumas 

apresentaram o fragmento de íon (–46 Da; [(M+H)–44]+), e um grupo um pouco menor 

de betaxantinas apresentou ambos os fragmentos de íons. Os fragmentos di-

descaboxilados estão entre os mais comuns entre as betaxantinas analisadas, gerados pela 

perda de duas moléculas de CO e H2O (–74 Da; [(M+H)–74]+) e de duas moléculas de 

CO e 2H2O (–92 Da; [(M+H)–92]+). Também foi observado, com menor frequência entre 

as betaxantinas, fragmentos gerados pela perda de 2CO2 (–88 Da; [(M+H)–88]+) e pela 

perda de CO2, CO e H2O (–90 Da; [(M+H)–90]+). A tri-descaboxilação gerou os 
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fragmentos de íons observados com menor frequência entre as betaxantinas analisadas, 

com perdas de 3CO2 (–132 Da; [(M+H)–132]+) e CO2, duas moléculas de CO e duas 

moléculas de H2O (–136 Da; [(M+H)–136]+). A fragmentação do íon metaestável [M+H–

74]+, gerou fragmentos de íon de m/z teórica 165,0659, 137,0709 e 119,0604, que são, 

inclusive, os fragmentos de íons observados com maior frequência nas análises das 

betaxantinas. A identificação desses fragmentos contribuiu para a confirmação da 

estrutura do fragmento [M+H–74]+, do qual eles foram derivados. 
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Tabela 5. Valores de m/z para as fragmentações típicas de betalaínas obtidas pelas análises de HPLC-ESI-qTOF-MS/MS. 

Composto m/z 
[M+H]+ 

m/z 
[(M+H)–44]+ 

–CO2 

m/z 
[(M+H)–46]+ 
–CO; –H2O 

m/z 
[(M+H)–74]+ 
–2CO; –H2O 

m/z 
[(M+H)–88]+ 

–2CO2 

m/z 
[(M+H)–90]+ 
–CO2; –CO; 

–H2O 

m/z 
[(M+H)–92]+ 
–2CO; –2H2O 

m/z 
[(M+H)–132]+ 

–3CO2 

m/z 
[(M+H)–136]+ 
–CO2; –2CO; 

–2H2O 
Ala-Bx 283,0934 – 237,0876 209,0924 – – 191,0815 – – 
Arg-Bx 368,1575 – 161,5795a – 280,1785 – – 236,1874 – 
Asn-Bx 326,0991 282,1076 – 252,0977 – – 234,0890 – – 
Asp-Bx 327,0827 – 281,0778 253,0825 – – 235,0705 – – 
Cys-Bx 313,0499  267,0438 239,0496   221,0389   
DA-Bx 347,1237 303,1335 301,1182 – – – 255,1126 – – 
Gln-Bx 340,1149 – – 266,1142 – – – – – 
Glu-Bx 341,0987 – 295,0928 267,0980 – – 249,0870 – 205,0981 
Gly-Bx 269,0774 – 223,0715 195,0779 – – 177,0658 – – 
His-Bx 349,1145 305,1128 152,0579ª – 261,1349 – – 217,1453 – 
Ile-Bx 325,1406 – 279,1345 251,1395 – 235,1439 233,1284 – – 

DOPA-Bx 391,1162 347,1247 345,1094 – – 301,1197 299,1042 – 255,1130 
Leu-Bx 325,1401 – 279,1339 251,1390 – 235,1428 233,1280 – – 
Lys-Bx 340,1496 296,1604 294,1495 – 252,1697 – – – – 

ε-Lys-Bx 340,1511 296,1326 294,1449; 
147,5768a – 252,1703 – – – – 

Met-Bx 343,0965 – 297,0908 269,0959 – – 251,0848 – 207,0955 
Phe-Bx 359,1243 – 313,1186 285,1234 – 269,1297 267,1126 – 223,1230 
Pro-Bx 309,1097 – 263,1040 235,1077 – 219,1125 217,0980 – 173,1081 
Pyr-Bx 265,1181 221,1279 219,1124 191,1176 – 175,1227 173,1069 – – 
Ser-Bx 299,0884 – 253,0816 225,0875 – – 207,0770 – – 
Thr-Bx 313,1036 – 267,0977 239,1028 – – 221,0918 – – 
Trp-Bx 398,1362 – 352,1302 324,1350 – – 306,1242 – 262,1355 
Tyr-Bx 375,1197 331,1296 – 301,1184 – 285,1238 283,1087 – 239,1186 
Val-Bx 311,1250 – 265,1191 237,1240 – 221,1278 219,1130 – – 

a fragmento com carga 2+ 
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4.5. Propriedades eletrônicas de betaxantinas 

 Na literatura, há poucas informações sobre deslocamentos químicos e constantes 

de acoplamento de hidrogênios e, principalmente de 13C de betalaínas.42, 148 Para 

realização do experimento de RMN de 1H, alguns requisitos precisam ser levados em 

consideração, como a quantidade de amostra disponível e a solubilidade e estabilidade da 

amostra no solvente utilizado. Apesar disso, nosso grupo tem tido sucesso na obtenção 

de dados de RMN nos últimos anos, principalmente nas análises de RMN de 1H.27, 89, 110 

As análises de carbono ainda são um desafio, devido ao tempo de aquisição, 

instabilidade/solubilidade da amostra em água, e o equipamento robusto necessário. No 

entanto, para betalaínas mais estáveis, já foram obtidos espectros de RMN de 13C.62, 138, 

139 

 As betaxantinas são solúveis em D2O, e embora elas sejam susceptíveis a 

hidrólise, o tempo necessário para a obtenção do espectro de RMN de 1H (≈ 30 min) é 

curto para que ocorra a degradação da amostra. No entanto, a quantidade de composto 

necessária ainda é um desafio. Devido à baixa nucleofilicidade dos aminoácidos 

primários, o acoplamento desses compostos com ácido betalâmico requer a adição de 100 

equiv. de aminoácido à reação. Embora o rendimento esperado para o acoplamento 

aldimínico seja alto, as várias etapas de purificação necessárias para retirar todo o excesso 

de aminoácido presente no meio, além de outras impurezas provenientes da etapa de 

extração do ácido betalâmico, acarretam uma perda grande na quantidade de composto. 

Para que a quantidade necessária para a realização do experimento de RMN de 1H fosse 

obtida, as etapas de purificação teriam que ser repetidas diversas vezes para cada 

betaxantina, o que tornou inviável a obtenção dos espectros de RMN de 1H para todas as 

betaxantinas estudadas nesse trabalho. 
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 A partir das análises de RMN de 1H e 13C de DA-Bx e Pro-Bx, Stintzing e 

colaboradores reportaram a coexistência de quatro estereoisômeros (E,E, Z,E, E,Z e Z,Z) 

dessas betaxantinas em solução aquosa, sendo dois deles majoritários (E,E e Z,E).42 

Devido à simetria da pirrolidina, apenas dois isômeros são de fato possíveis para a Pyr-

Bx (7E e 7Z, Esquema 7) e, portanto, o espectro de 1H desse composto é o mais simples 

dentre os obtidos nesse trabalho para atribuição dos sinais (Anexo 32). As análises de 

Pro-Bx e DA-Bx indicaram a configuração (E) para C(4) = C(7) como os isômeros 

majoritários para ambos os compostos.42 No entanto, somente com as análises de 1H não 

é possível identificar qual dos isômeros de Pyr-Bx é o majoritário. 

 

Esquema 7. Isômeros de Pyr-Bx observados nas análises de RMN de 1H dessa betaxantina. 

 As betalaínas possuem, em comum, a porção proveniente do ácido betalâmico que 

atua como cromóforo devido à presença de suas ligações duplas conjugadas. O 

acoplamento com aminoácidos ou aminas, independentemente da natureza desses 

compostos, desloca o comprimento de onda de absorção para valores similares de 

comprimento de onda, de 430 nm para valores em torno de 475 nm. Todas as betaxantinas 

semissintetizadas, com exceção da Cys-Bx, apresentaram comportamentos similares com 

relação aos comprimentos de onda máximos de absorção (entre 471 e 486 nm) e emissão 

(entre 503 e 513 nm), e valores deslocamento de Stokes (entre 1083 e 1368 cm–1). Assim, 

mesmo diferenças na polaridade, tamanho da cadeia ou grupos funcionais parecem ter 
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uma contribuição limitada nas características espectrais de absorção e emissão das 

betaxantinas formadas. No entanto, algumas observações podem ser feitas. 

 DA-Bx e Pyr-Bx, pares descarboxilados de DOPA-Bx e Pro-Bx, respectivamente, 

possuem máximos de absorção deslocados para o azul, em torno de 5 nm. Para Lys-Bx e 

ε-Lys-Bx, observa-se também o efeito do grupo ácido carboxílico na absorção desses 

compostos, visto que o máximo de absorção de ε-Lys-Bx está levemente deslocado para 

o azul em relação à Lys-Bx. O mesmo efeito já foi reportado para betanina, que possui 

um máximo de absorção em 536 nm, e sofre um deslocamento hipsocrômico  

(para 532 nm) com sua descarboxilação no C–2, para formação de 2-descarboxi-

betanina.149 Esse efeito é resultado da concentração de carga no sistema 1,7-diaza-

heptametínio causado pelo efeito de campo do grupo carboxilato α-imínico. Os valores 

de máximo de absorção obtidos nesse trabalho concordam com valores já reportados na 

literatura para DA-Bx,61 Gln-Bx,60 Pro-Bx,59 DOPA-Bx, Phe-Bx e Pyr-Bx.8 

 Alguns dados de comprimento de onda máximo de emissão reportados na 

literatura, como para DOPA-Bx, Phe-Bx e Pyr-Bx, em torno de 549 nm,8 são mais altos 

do que os determinados aqui. Como consequência, os valores de deslocamento de Stokes 

reportados para esses compostos são duas vezes maiores. No entanto, os valores para  

DA-Bx (λEm = 511 nm),61 Gln-Bx (λEm = 513 nm)60 e Pro-Bx (λEm = 518 nm)59 estão mais 

próximos dos valores determinados para as betaxantinas em geral, e seus valores de 

deslocamento de Stokes também estão mais próximos. O baixo valor de deslocamento de 

Stokes das betaxantinas sugere que a transição eletrônica S0/S1 é responsável pela 

absorção nesses compostos.59 

 Gandía-Herrero e colaboradores calcularam o valor de ε para DOPA-Bx  

(46000 mol–1 cm–1), Phe-Bx (49000 mol–1 cm–1) e Pyr-Bx (50000 L mol–1 cm–1) por meio 
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da hidrólise básica (com amônia com concentração final de 1,2 mol L–1).8 Embora o valor 

de ε para DOPA-Bx obtido nesse trabalho seja mais alto do que o relatado na literatura, 

os valores das demais betaxantinas são similares.  

 As betalaínas apresentam, de forma geral, rendimentos quânticos de fluorescência 

muito baixos, e as ligações duplas conjugadas provenientes da porção betalâmica dessas 

moléculas parecem ser as responsáveis pelas propriedades fluorescentes desses 

compostos6, principalmente no caso das betaxantinas investigadas nesse trabalho.  

A porção proveniente do aminoácido parece ter uma contribuição limitada sobre os 

valores de ΦFl obtidos para as betaxantinas, visto que estão todas dentro da mesma ordem 

de grandeza. Apesar disso, algumas considerações podem ser feitas sobre a influência da 

estrutura das betaxantinas sobre a sua fluorescência. 

 A presença de grupos retiradores de elétrons aumenta a intensidade de 

fluorescência das betalaínas,8 como evidenciado pela presença de um ácido carboxílico a 

mais na estrutura da betalaínas DOPA-Bx e Pro-Bx, que possuem valores de ΦFl maiores 

que os determinados para seus pares descarboxilados, DA-Bx e Pyr-Bx, respectivamente. 

Lys-Bx também possui um valor de ΦFl maior do que seu isômero ε-Lys-Bx. Nenhum 

efeito sobre o ΦFl foi observado na substituição do grupo ácido carboxílico por uma amida 

na cadeia lateral proveniente do aminoácido, para as betaxantinas Glu-Bx e Gln-Bx, para 

as quais foram determinados valores de ΦFl similares. No entanto, para os pares Asp-Bx 

e Asn-Bx, a substituição do ácido carboxílico pelo grupo amida na Asn-Bx aumentou 

discretamente o valor do ΦFl em relação ao determinado para Asp-Bx.  

 Os efeitos de grupos doares de elétrons na diminuição do ΦFl das betalaínas é 

observado nas betaxantinas Phe-Bx, Tyr-Bx e DOPA-Bx, para as quais observa-se uma 
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diminuição nos valores de ΦFl determinados com o aumento no número de grupos 

hidroxila ligados ao anel aromático dessas moléculas. 

 Para a maioria das betaxantinas, ou para as betaxantinas primárias, o aminoácido 

precursor parece não possuir um efeito muito significativo sobre a estabilidade hidrolítica 

desses compostos, evidenciado pelo máximo de 3 h de tempo de meia-vida obtido para 

essas betaxantinas. No entanto, para Cys-Bx, Pro-Bx e Pyr-Bx é possível identificar um 

efeito da natureza dos aminoácidos e amina precursores na estabilidade dessas 

betaxantinas. Cys-Bx é a betaxantina mais estável por ser uma betalaína não-imínica, o 

que diminui a sua susceptibilidade à hidrólise. A alta estabilidade de Pro-Bx e Pyr-Bx 

está relacionada a natureza secundária do aminoácido e da amina precursora. Embora 

essas betaxantinas não apresentem os maiores valores de rendimento quântico de 

fluorescência e de capacidade antioxidante, a sua alta estabilidade pode ser uma vantagem 

para aplicação desses compostos. A natureza hidrofóbica das cadeias laterais de Ile e Val, 

bem como dos aminoácidos aromáticos Trp e Tyr influencia positivamente na 

estabilidade. 

4.6. Betaxantinas derivadas de aminoácidos como antioxidantes 

 Embora as betaxantinas derivadas de aminoácidos já tenham sido encontradas em 

diversas fontes naturais,16 e a capacidade antioxidante de algumas dessas betaxantinas já 

tenha sido descrita anteriormente, o estudo completo de betaxantinas derivadas de todos 

os aminoácidos proteinogênicos, com exceção da selenocisteína, é apresentado nesse 

trabalho pela primeira vez. O fato de que todos os experimentos foram realizados 

utilizando compostos preparados, purificados e estudados da mesma forma aumentam a 

confiança na comparação entre os resultados obtidos. 
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 Apesar disso, a comparação dos resultados obtidos nesse trabalho com os 

resultados disponíveis na literatura permitem observar uma tendência similar entre eles, 

na qual, como observado nos nossos resultados, as betalaínas que não possuem grupos 

fenólicos apresentam uma capacidade antioxidante inferior as betalaínas com grupos 

fenólicos em sua estutura. Betalaínas não-fenólicas possuem valores de TEACABTS 

variando de 1,5 a 2,5, como, por exemplo, as betaxantinas Phe-Bx (TEACABTS = 2,0 ± 

0,2) e Pyr-Bx (TEACABTS = 1,5 ± 0,2).8, 74 Em contrapartida, as betaxantinas Tyr-Bx 

(TEACABTS 4,0 ± 0,2 ), DOPA-Bx (TEACABTS = 6,5) e DA-Bx (TEACABTS = 5,8 ± 0,2) 

apresentam valores mais altos, indicando a maior capacidade antioxidante desse grupo de 

betalaínas em meio neutro (pH 7).8, 74 

 Os resultados obtidos nos ensaios com prolina-betaxantina (indicaxantina) 

concordam com dados reportados de que, embora essa betalaína seja um agente 

antioxidante e anti-inflamatório in vivo bem conhecido,86, 150 ela não demonstra uma 

capacidade antioxidante excepcional nos ensaios in vitro,75, 82 que é inclusive menor do 

que a reportada pra vulgaxantina I (glutamina-betaxantina).82 Os resultados de capacidade 

antioxidante inferiores para betaxantinas derivadas de aminoácidos ou aminas 

secundárias, como é o caso da prolina-betaxantina e da pirrolidina-betaxantina, tem sido 

racionalizados considerando que a presença da carga positiva no grupo imínio desses 

compostos diminui sua capacidade antioxidante.8, 82 No entanto, essa interpretação 

implica que betaxantinas carregadas mais negativamente devem ter propriedades 

antioxidantes ainda melhores e/ou que a porção imínica da prolina-betaxantina é 

importante para suas propriedades biológicas. O valor de TEACABTS obtido para o ácido 

ascórbico (0,96 ± 0,1, pH 7) também está próximo aos valores relatados na literatura, que 

variam de 0,99 a 1,2.121, 124, 151 
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 Ensaios que determinam a atividade e a capacidade antioxidante in vitro 

contribuem para um entendimento geral dos mecanismos de ação antioxidante e para o 

estabelecimento de relações estrutura-propriedade, embora seus resultados não reflitam 

ou expliquem, necessariamente, a efetividade e o comportamento complexo dos 

antioxidantes in vivo.152 Qualquer ensaio antioxidante pode, em princípio, ser usado para 

determinar quantos radicais ou elétrons foram removidos por molécula de antioxidante 

(capacidade) e/ou quão rápidas (reatividade/atividade) são essas reações, desde que suas 

limitações sejam conhecidas e os resultados não sejam superestimados ou extrapolados 

para matrizes biológicas complexas sem evidências adicionais.153 

 Resultados obtidos com métodos baseados em single electron transfer (SET) tem 

sido considerados como resultados que possuem baixa correlação com aqueles obtidos 

por métodos baseados em outros mecanismos antioxidantes, como por exemplo PCET 

(proton-coupled electron transfer). No entanto, a combinação de ensaios antioxidantes 

tem sido sugerida como uma forma de acessar diferentes aspectos das propriedades 

antioxidantes de um determinado composto redutor.152, 154 Assim, foi realizada uma 

combinação de medidas de voltametria cíclica e o método FRAP, cujos resultados estão 

relacionados com processos de transferência de elétrons, e o ensaio ABTS, que fornece 

informações sobre reduções mediadas pelos mecanismos SET/PCET, para investigar 

como a estrutura do aminoácido precursor afeta as propriedades antioxidantes das 

betaxantinas. 

 Foi realizada uma análise de pares moleculares combinados (Matched Molecular 

Pair Analysis, MMPA) para encontrar cliffs de atividade na capacidade antioxidante das 

betaxantinas derivadas de aminoácidos. A MMPA é uma abordagem para comparar pares 

de moléculas semelhantes de um conjunto de compostos e avaliar mudanças de 
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propriedades associadas a diferenças pontuais nas estruturas das moléculas. Ou seja, os 

pares combinados são pares de moléculas que diferem apenas por uma única mudança 

estrutural localizada. Um cliff de atividade é definido como um par de estruturas químicas 

semelhantes com propriedades muito diferentes.155 

 A abordagem inicial utilizada para a análise foi definida considerando os valores 

de Ep,a e TEAC que são estatisticamente diferentes dos determinados para a glicina-

betaxantina. Comparações adicionais foram realizadas a fim de estabelecer relações 

estrutura-propriedade entre as betaxantinas. Foram selecionadas cinco estruturas 

“núcleo”, também chamadas de “core”, que são porções estruturais idênticas que não 

devem afetar os resultados das comparações entre um conjunto de betaxantinas, e foi 

avaliado o efeito da troca dos substituintes indicados na mudança observada no potencial 

de pico anódico em pH 7 (ΔEp,a), TEACFRAP em pH 3,6 (ΔTEACFRAP, 3,6), TEACABTS em 

pH 3,6 (ΔTEACABTS, 3,6), TEACABTS em pH 7,0 (ΔTEACABTS, 7,0), e variação de 

TEACABTS com o aumento do pH de 3,6 para 7,0 (ΔΔTEACABTS). 

 A substituição de H por um grupo CO2H no α-C da porção proveniente do 

aminoácido tem efeitos modestos em todos os parâmetros, como inferido por meio da 

comparação dos pares dopamina-Bx/DOPA-betaxantina (core 2) e pirrolidina-

betaxantina/prolina-betaxantina (core 4). Ainda, no caso dos dois estereoisômeros de 

lisina-betaxantina, as propriedades antioxidantes e redox são idênticas às da glicina-

betaxantina, independente de qual grupo amino da lisina está ligado à estrutura da 

betaxantina. 
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Figura 21. Análise de pares moleculares combinados com 5 núcleos (core) e apenas um ponto de 
troca de substituintes. Os pontos de ligações estão identificados em amarelo nos substituintes. Os 
números são os parâmetros experimentais indicados na legenda em azul. 

 O core 3 inclui a porção iminoácido das betaxantinas derivadas de aminoácidos 

primários, o que permite a avaliação dos efeitos dos grupos laterais no α-C. A troca de H 

por um grupo fenil (Ph) não tem efeitos no potencial de pico e na capacidade antioxidante 

das betaxantinas. Entretanto, quando H ou Ph são substituídos por uma porção fenol, um 

aumento abrupto de aproximadamente 500 mV no potencial anódico é observado, 

seguido de um aumento no valor de TEAC em pH 7, mas não em pH 3,6. A substituição 

de Ph por um grupo catecol (Phe-Bx vs. DOPA-Bx) tem um efeito muito menor no 

potencial de pico anódico (ΔEp,a = –328 mV) do que a variação observada para Ph versus 

fenol (Phe-Bx vs. Tyr-Bx; ΔEp,a = –487 mV), que concorda com o aumento de Ep,a 

observado quando fenol é substituído por um grupo catecol (Tyr-Bx vs. DOPA-Bx, core 

5; ΔEp,a = 159 mV). O substituinte fenol de Tyr-Bx influencia o valor de TEAC em  

pH 7, mas não em condições ácidas, o que sugere que a desprotonação aumenta a sua 

capacidade antioxidante. O maior efeito na variação de potencial de pico anódico (ΔEp,a 
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= –607 mV) é observada quando H é substituído por um grupo indol no core 3 (Gly-Bx 

vs. Trp-Bx). Essa modificação também resulta na maior variação de TEACABTS, 7,0, e uma 

variação perceptível de TEACFRAP, 3,6 e TEACABTS, 3,6. 

 A substituição da porção glicinil pelo grupo ácido 2-tiazolinocarboxílico reduz os 

valores de todos os parâmetros (core 1), ou seja, a cisteína-betaxantina não remove 

radicais ABTS•+ e não ocorre transferência de elétrons entre essa betaxantina e o 

complexo Fe(TPTZ)2(III). A baixa capacidade antioxidante da cisteína-betaxantina e a 

similaridade entre a sua estrutura e a da glicina-betaxantina, que difere apenas pelo grupo 

CH2S que fecha o anel heterocíclico na cisteína-betaxantina, sugere que o átomo de 

enxofre compromete a formação de um radical estável ou de um radical cátion por meio 

da oxidação desse composto. 

 A similaridade entre os valores obtidos para as betaxantinas não-fenólicas estão 

de acordo com a existência de um valor intrínseco para a capacidade antioxidante das 

betaxantinas estudadas, que independe da porção superior da molécula, proveniente do 

aminoácido ou amina, e que deve estar associado com a porção betalâmica da molécula.8, 

25 Valores de TEACABTS obtidos anteriormente no grupo para L-prolina (0,3 ± 0,1) e  

L-DOPA (3,9 ± 0,3)121, utilizando o mesmo método empregado aqui em pH 7, confirmam 

que a porção betalâmica contribui para a capacidade antioxidante principalmente no caso 

das betalaínas não-fenólicas, em que não se observa um valor expressivo de TEACABTS 

para L-prolina. No caso da DOPA-betaxantina, a maior contribuição para a capacidade 

antioxidante dessa betaxantina parece ser de fato proveniente do grupo catecol presente 

na estrutura da L-DOPA. Com relação aos demais aminoácidos precursores das 

betaxantinas investigadas, a maioria dos aminoácidos não possui uma boa capacidade 

antioxidante, sendo a cisteína, o triptofano e os aminoácidos fenólicos as exceções.156-159 
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No entanto, a reação dos aminoácidos com ácido betalâmico produz, na maior parte dos 

casos, compostos com capacidade antioxidante superior à dos aminoácidos precursores. 

 A capacidade antioxidante do ácido betalâmico determinada pelo ensaio ABTS 

em pH 7 e pelo método FRAP (TEACABTS, 7,0 = 1,9 ± 0,2; TEACFRAP = 2,0 ± 0,1) é similar 

à determinada para as betaxantinas não-fenólicas. Esse resultado indica que a capacidade 

antioxidante das betalaínas está relacionada ao sistema conjugado presente na porção 

proveniente do ácido betalâmico dessas moléculas.25 Inclusive, já foi demonstrado que a 

porção 1,7-diazaheptametíneo é a parte estrutural principal responsável pela alta 

capacidade antioxidante das betalaínas, mesmo na ausência de conjugação com uma 

porção fenólica.28, 29 

 O pH possui de fato um efeito sobre a capacidade antioxidante das betalaínas, 

como evidenciado pela diferença entre os valores de TEACABTS em pH 7 e pH 3,6, com 

uma diminuição de 1 a 2 unidades de TEACABTS para as betaxantinas não-fenólicas, de 3 

unidades para tirosina-betaxantina, e de 4 unidades para a triptofano-betaxantina. Estudos 

da dependência do valor de TEAC de diferentes betalaínas com o pH em uma faixa de 

3,5 a 8,5 sugerem a existência de um ponto de inflexão entre pH 5,5 e 6, que foi 

relacionado com a presença do sistema de ressonância eletrônica comum a todas as 

betalaínas, e com a desprotonação do grupo NH.74 O efeito do pH no potencial de pico e 

na corrente de pico de prolina-betaxantina também sugerem a existência de um pKa em 

torno de 6,121 um dado que não é facilmente racionalizado considerando os valores 

estimados de pKa para as betalaínas (Tabela Anexo 8), mas que pode estar relacionado ao 

pKa de 6,8 determinado para o ácido betalâmico.25 

 De forma geral, um bom antioxidante não-enzimático de quebra de cadeia (chain-

breaking) deve reagir rapidamente com radicais de uma maneira espontânea, e os 
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produtos dessa reação devem terminar ou diminuir significativamente a cadeia de 

radicais. Por exemplo, a oxidação de um elétron do ácido ascórbico produz o radical 

ascorbato que, após uma segunda oxidação de um elétron gera o ácido de-hidroascórbico, 

um produto estável. A oxidação de um elétron do Trolox produz um radical estabilizado 

por ressonância que, após uma segunda oxidação de um elétron produz uma quinona. 

Com isso, é aparentemente fácil explicar por que o Trolox remove dois radicais por 

molécula, como determinado por muitos grupos independentes, mas é difícil justificar a 

razão pela qual, em alguns casos, o ácido ascórbico tem uma capacidade de remoção de 

radicais menor do que a do Trolox, por exemplo. 

 Para esses compostos utilizados como padrões e outros antioxidantes que 

possuem grupos ácidos O–H, N–H, e/ou S–H, o aumento do pH do meio promove a 

desprotonação e, consequentemente, a oxidação tende a ocorrer de uma maneira mais 

espontânea, ilustrando a importância da relação entre a transferência de próton e elétron 

para as propriedades de remoção de radicais de moléculas orgânicas pequenas. No 

entanto, essa racionalização simples não se sustenta quando o número de radicais 

removidos por uma única molécula de antioxidante torna-se muito alta para ter um 

significado físico direto, o que sugere a ocorrência de processos mais complexos. 

 Embora os resultados apresentados demonstrem que betaxantinas que não contém 

grupos fenol possuem uma capacidade antioxidante inferior à das que o contém, essa pode 

não ser uma representação do potencial desses antioxidantes in vivo, visto que a 

biodisponibilidade das betalaínas, suas interações com outras moléculas in vivo e 

possíveis diferenças nos seus metabolismos podem ocasionar em atividades antioxidantes 

diferentes das observadas nos estudos in vitro. Como ocorre por exemplo com a prolina-

betaxantina que, conforme já citado, embora não apresente uma performance expressiva 
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nos ensaios de capacidade antioxidante in vitro, é um agente antioxidante e anti-

inflamatório in vivo bem conhecido.86, 150 Além da prolina-betaxantina, DOPA-

betaxantina e fenilalanina-betaxantina apresentaram efeitos protetores contra o estresse 

oxidativo induzido em modelos de estudo de C. elegans. No entanto, apenas a DOPA-Bx 

apresentou valores altos relacionados a sua capacidade antioxidante tanto nos ensaios in 

vitro como nos in vivo. A triptofano-betaxantina, que possui capacidade antioxidante 

similar à da DOPA-Bx in vitro, não apresentou a mesma eficiência contra o estresse 

oxidativo no modelo in vivo utilizado.66, 83 Com isso, é importante mencionar que os 

ensaios in vitro não descartam o potencial antioxidante que as betalaínas possuem. No 

entanto, outros fatores importantes precisam ser levados em consideração no estudo da 

atividade biológica dessa classe de compostos e de seu potencial para a promoção de 

benefícios a saúde. 
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5. CONCLUSÕES 

 A obtenção de todas as betaxantinas derivadas de aminoácidos proteinogênicos, 

com exceção da selenocisteína, permitiu a caracterização das propriedades de absorção e 

fluorescência desses compostos, além da elucidação da estrutura dos dois isômeros 

derivados de L-lisina e da descoberta da betalaína não-imínica cisteína-betaxantina. 

Embora a natureza do aminoácido tenha apenas efeitos discretos sobre essas propriedades 

das betaxantinas derivadas de amino ácidos com estrutura 1,7-diaza-heptametínica, a 

histidina-betaxantina possui um valor de brilho ca. de 35 vezes maior que a triptofano-

betaxantina, que é a betaxantina menos brilhante. Aminoácido e amina secundários 

aumentam consideravelmente a estabilidade das betaxantinas, mas apresentam menores 

ΦFls. O fato da reação de aminoácidos com ácido betalâmico produz betaxantinas cuja 

capacidade antioxidante é muito superior do que aquela dos precursores pode representar 

uma vantagem evolutiva para organismos submetidos a estresse oxidativo. Esse efeito é 

observado para todas as betaxantinas reportadas aqui, com exceção da cisteína-

betaxantina, que tem capacidade antioxidante é muito baixa e, até o momento, nunca foi 

encontrada in vivo. A presença de cadeias laterais ionizáveis que contém grupos catecol 

(O–H) ou substituintes indol (N–H) aumentam a capacidade antioxidante de betaxantinas, 

favorecendo sua oxidação em múltiplos centros. A triptofano-betaxantina não brilha 

possivelmente pela ocorrência de transferência de elétron fotoinduzida, hipótese que é 

corroborada pelo fato desta betaxantina ser um eficiente redutor in vitro. As propriedades 

in vivo desta betaxantina ainda não foram amplamente investigadas.160, 161 Os resultados 

apresentados aqui representam um entendimento aprofundado das características gerais 

das betaxantinas naturais mais comuns em organismos vivos e poderão contribuir para a 
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racionalização do papel das betaxantinas em organismos vivos e para estabelecer as bases 

para o desenho racional de derivados bioinspirados funcionais.  
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6. PARTE EXPERIMENTAL 

6.1. Reagentes e solventes 

 Os reagentes e solventes utilizados nesse trabalho foram adquiridos em alto grau 

de pureza da Sigma-Aldrich (exceto quando indicado) e foram usados sem tratamento 

prévio. Acetato de etila (Merck, P.A.), acetonitrila (Tedia, Grau HPLC), ácido acético (≥ 

99%), ácido ascórbico (≥ 98%), L-ácido aspártico (≥ 98%), ácido bórico (≥ 99,5%), ácido 

clorídrico (Vetec), ácido fórmico (Merck, 98–100%), ácido fosfórico, L-ácido glutâmico 

(≥ 99%), ácido 6-hidróxi-2,5,7,8 tetrametilcromano-2 carboxílico (Trolox, 97%), L-

alanina (≥ 98%), L-arginina (≥ 98%), L-asparagina (≥ 98%), 2,2'-azino-bis(3-

etilbenzotiazolina-6-sulfonato) de amônio (ABTS, ≥ 98%), L-cisteína (97%), cloreto de 

potássio (≥ 99%), cloreto de ferro III (97%), dopamina, etanol (Merck, P.A.), L-

fenilalanina (≥ 98%), fosfato de sódio monobásico (≥ 99,5%), L-glicina (≥ 99%), 

hidróxido de amônio (Merck), hidróxido de sódio (≥ 98%), L-histidina (≥ 99%), L-

isoleucina (≥ 98%), L-DOPA (≥ 98%), L-leucina (≥ 98%), L-lisina (≥ 98%), metanol 

(Synth, P.A.), L-metionina (≥ 98%), perssulfato de potássio (≥ 99%), pirrolidina (99%), 

L-prolina (≥ 99%), Sephadex LH-20 (G.E.), L-serina (≥ 99%), sulfato de ferro II (≥ 99%), 

L-tirosina (≥ 98%), L-treonina (≥ 98%), 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (≥ 99%), L-

triptofano (≥ 98%) e L-valina (≥ 98%). 

6.2. Soluções 

 Todas as soluções aquosas foram preparadas em água deionizada com 

resistividade em temperatura ambiente ≥ 18,2 MΩ cm–1. 
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6.2.1. Gerais 

Solução aquosa de hidróxido de sódio (NaOH 1 mol L–1): 4 g de NaOH foram dissolvidas 

em 100 mL de água em um balão volumétrico. 

Solução aquosa de hidróxido de sódio (NaOH, 0,2 mol L–1): 0,8 g de NaOH foram 

dissolvidas em 100 mL de água em um balão volumétrico. 

Solução aquosa de ácido clorídrico (HCl 1 mol L–1): 8,28 mL de HCl 37% (d = 1,2 g 

mL–1) foram adicionados em um balão volumétrico de 100 mL, e o volume foi 

completado com água. 

Solução aquosa de ácido clorídrico (HCl 40 mmol L–1): 4 mL de uma solução de HCl 1 

mol L–1 foram diluídos em 100 mL de água em um balão volumétrico. 

Solução aquosa de cloreto de potássio (KCl, 0,1 mol L–1): 0,373 g do sal foi dissolvido 

em 50 mL de água em um balão volumétrico. 

Tampão fosfato (100 mmol L–1, pH 7): 2,4 g de NaH2PO4 foram dissolvidos em 180 mL 

de água. O pH foi ajustado para 7 com NaOH 1 mol L–1, e o volume foi completado com 

água para 200 mL em um balão volumétrico. 

Tampão acetato (300 mmol L–1, pH 3,6: 3,4 mL de ácido acético foram diluídos em 150 

mL de água. O pH foi ajustado para 3,6 com NaOH 1 mol L–1, e o volume foi completado 

com água para 200 mL em um balão volumétrico. 

Tampão Britton-Robinson (acetato-fosfato-borato, tpBR, 40 mmol L–1, vários pHs): 

H3BO3 (0,247 g), CH3COOH (229 μL) e H3PO4 (274 μL) foram todos dissolvidos ou 

diluídos em água (100 mL) em um balão volumétrico. Uma solução de NaOH (0,2 mol 

L–1) foi gotejada ajustando-se o pH para 7, 9,5 e 10 e 10,5. O pH de soluções tamponadas 

com tpBR foi aferido antes e depois do uso com um pHmetro. 
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Solução aquosa de ácido ascórbico (AscH, 0,1 mmol L–1): 1,76 mg de ácido ascórbico 

foi dissolvido em 100 mL de água em um balão volumétrico.   

Solução de ácido 6-hidróxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico (Trolox, 0,1 mmol 

L–1): 1,25 mg de trolox foi dissolvido em 50 mL de etanol (EtOH) em um balão 

volumétrico.  

Solução aquosa de sulfato de ferro II (FeSO4⸱7H2O, 0,1 mmol L–1): 1,40 mg do sal foi 

dissolvido em 50 mL de água em um balão volumétrico. 

6.2.2. Análise cromatográfica 

As soluções foram preparadas imediatamente antes das análises cromatográficas: 

Solvente A (água/HCO2H; 0,05% v/v): 125 µL de ácido fórmico foram diluídos em água 

deionizada para um volume final de 250 mL. 

Solvente B (MeCN/HCO2H; 0,05% v/v): 125 µL de ácido fórmico foram diluídos em 

acetonitrila para um volume final de 250 mL. 

6.2.3. Ensaio ABTS 

2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) de amônio (ABTS, 7 mmol L–1): 0,192 g 

do sal foi dissolvido em 50 mL de água em um balão volumétrico. A solução foi mantida 

a 5 °C, protegida da luz e sem agitação por até uma semana. 

Solução de persulfato de potássio (K2S2O8, 140 mmol L–1): 0,378 g do sal foi dissolvido 

em 10 mL de água em um balão volumétrico. A solução foi mantida em temperatura 

ambiente e protegida da luz, por no máximo um mês. 

Solução-estoque de ABTS•+: à 5 mL da solução de ABTS (7 mmol L–1), adicionaram-se 

88 μL da solução de K2S2O8 (140 mmol L–1), para uma concentração final de K2S2O8 de 
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2,4 × 10–3 mol L–1 (1/3 da concentração de ABTS). A mistura azulada foi mantida 

protegida da luz e em temperatura ambiente por 16 h até seu uso. 

6.2.4. Método FRAP 

Solução de 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ, 10 mmol L–1) em 40 mmol L–1 de HCl: 

0,0156 g de TPTZ foi dissolvido em 10 mL de solução aquosa de HCl 40 mmol L–1 em 

um balão volumétrico de 5 mL. 

Solução aquosa de cloreto de ferro III (FeCl3⸱6H2O, 20 mmol L–1): 0,0162 g do sal foi 

dissolvido em 5 mL de água em um balão volumétrico. 

Reagente de trabalho FRAP: foi preparada uma solução contendo 25 mL de tampão 

acetato 300 mmol L–1 pH 3,6, 2,5 mL de solução de TPTZ 40 mmol L–1 e 2,5 mL de 

solução de cloreto de ferro III 20 mmol L–1. O reagente de trabalho foi preparado no 

momento do experimento e mantido a 37 ºC durante todo o experimento. 

6.3. Semissínteses e purificações 

6.3.1. Obtenção de ácido betalâmico em acetato de etila 

 Suco de beterraba (500 mL) em um béquer (1 L) munido de agitação mecânica 

foi refrigerado (~10 ºC) e o pH do meio foi levado a 11,4 com a adição de NH4OH 30% 

(70 a 90 mL). A reação foi mantida sob agitação até que a solução atingisse uma coloração 

esverdeada com filme amarelo brilhante, característico do ácido betalâmico (cerca de  

60 min). A solução foi então resfriada a 5 ºC e, em seguida, o pH foi levado a um valor 

entre 1,5 e 2 com a adição de HCl(aq) 37% v/v (ca. 100 mL). Em seguida, a agitação foi 

interrompida e a plataforma elevatória foi abaixada. A solução foi transferida para um 

funil de separação de 1,0 L e foram adicionados 50 mL de acetato de etila (10% do volume 

inicial de suco). O funil foi agitado com movimento precessional e foi observado um 
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pequeno volume na fase superior. A fase inferior (aquosa) foi reservada para segunda 

extração e cerca de 90 mL restantes (contendo a fase orgânica) foram transferidos, 

vertendo pela boca de cima do funil, para tubos falcon de 50 mL e centrifugados a 5000 

xg durante 2 minutos. A fase orgânica amarela foi separada com o auxílio de uma pipeta 

pasteur. O procedimento de extração foi repetido com a fase aquosa separada 

anteriormente para a segunda extração. O ácido betalâmico obtido com as duas extrações 

foi reunido e congelado em um banho de CO2(s)/EtOH. Ocorre a formação de uma 

suspensão que foi filtrada rapidamente a vácuo, com o auxílio de um funil de Büchner, 

para eliminar a água e o sal em suspensão. 

6.3.2. Extração de ácido betalâmico para a fase aquosa 

 O volume de ácido betalâmico em acetato de etila (50 mL; 4 × 10–4 mol L–1) foi 

reduzido em baixa pressão para 1/3 de seu volume inicial (≈ 15 mL) e em seguida foi 

extraído para água com pH previamente ajustado para 11 com hidróxido de amônio, em 

uma razão de volume 1:1 de HBt e água. O funil de separação foi agitado com 

movimentos leves para evitar emulsificação e, após a separação entre as fases, a fase 

inferior foi coletada em tubos falcon e centrifugada para garantir uma melhor separação 

da fase orgânica (7500 xg, 5 min). A fase superior contendo acetato de etila foi retirada 

com o auxílio de uma pipeta pasteur e foi borbulhado N2 na solução aquosa de HBt para 

retirar traços restantes de acetato de etila, até que a solução ficasse límpida. A solução 

aquosa de HBt obtida possui pH em torno de 7. 

6.3.3. Semissíntese de betaxantinas primárias não-fenólicas 

 As betaxantinas primárias não-fenólicas foram formadas a partir do acoplamento 

de ácido betalâmico com os aminoácidos: alanina, arginina, asparagina, ácido aspártico, 
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glutamina, ácido glutâmico, glicina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, 

fenilalanina, serina, treonina, triptofano, tirosina e valina. Após a etapa de extração do 

HBt para a solução aquosa, o pH da solução foi ajustado para 11 com NH4OH e foram 

adicionados 100 equiv. de aminoácido ao HBt. A reação foi mantida a 25 °C, sob 

agitação, e a formação da betaxantina foi acompanhada por UV-Vis, pelo 

desaparecimento da banda de HBt (λAbs = 430 nm), e formação da banda da betaxantina, 

em λAbs = 480 ± 5 nm, por um período que variou de 12h até 48h. Após esse período, o 

pH da reação foi ajustado para 5 com HCl concentrado, em banho de gelo (0 °C), 

borbulhando N2. A reação foi mantida a temperatura ambiente sob agitação por cerca de 

30 min, e foi finalmente congelada e liofilizada para a etapa de purificação. 

6.3.4. Semissíntese de Pro-Bx e Pyr-Bx 

 Pro-Bx e Pyr-Bx foram obtidas a partir do acoplamento entre ácido betalâmico e 

prolina ou pirrolidina, respectivamente. Após a etapa de extração do HBt para a solução 

aquosa, o pH da solução foi ajustado para 11 com NH4OH e foram adicionados 10 equiv. 

de aminoácido ou amina ao HBt. A reação foi mantida a 25 °C, sob agitação, e a formação 

da betaxantina foi acompanhada por UV-Vis, pelo desaparecimento da banda de HBt 

(λAbs = 430 nm), e formação da banda da betaxantina, em λAbs = 480 ± 5 nm, por um 

período de 30 min. Após esse período, o pH da reação foi ajustado para 5 com HCl 

concentrado, em banho de gelo (0 °C), borbulhando N2. A reação foi mantida a 

temperatura ambiente sob agitação por cerca de 30 min, e foi finalmente congelada e 

liofilizada para a etapa de purificação. 
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6.3.5. Semissíntese de DA-Bx, DOPA-Bx e Tyr-Bx 

 DA-Bx, DOPA-Bx e Tyr-Bx foram obtidas a partir do acoplamento entre ácido 

betalâmico e dopamina, L-DOPA ou tirosina, respectivamente. Após a etapa de extração 

do HBt para a solução aquosa, foi adicionado 26,5 mg de ácido ascórbico à solução 

aquosa de HBt (15 mL) para uma concentração final de ácido ascórbico de 10 mmol L–1. 

O pH da solução foi ajustado para 11 com NH4OH e foram adicionados 100 equiv. de 

aminoácido ou amina ao HBt. A reação foi mantida a 25 °C, sob agitação, e a formação 

da betaxantina foi acompanhada por UV-Vis, pelo desaparecimento da banda de HBt 

(λAbs = 430 nm), e formação da banda da betaxantina, em λAbs = 480 ± 5 nm, por um 

período que variou de 12h até 48h. Após esse período, o pH da reação foi ajustado para 

5 com HCl concentrado, em banho de gelo (0 °C), borbulhando N2. A reação foi mantida 

a temperatura ambiente sob agitação por cerca de 30 min, e foi finalmente congelada e 

liofilizada para a etapa de purificação. 

6.3.6. Semissíntese de Cys-Bx 

 Cys-Bx foi obtida a partir do acoplamento entre ácido betalâmico e cisteína. Após 

a etapa de extração do HBt para a solução aquosa, o pH da solução foi ajustado para 11 

com NH4OH e foram adicionados 100 equiv. de cisteína ao HBt. A reação foi mantida a 

25 °C, sob agitação, por 1h. Após esse período, o pH da reação foi ajustado para 5, com 

HCl concentrado, em banho de gelo (0 °C), borbulhando N2. Após o ajuste do pH, a 

reação foi mantida a 25 °C por 24h, até a formação completa de Cys-Bx. A formação foi 

acompanhada por UV-Vis, pelo desaparecimento da banda de HBt (λAbs = 430 nm), e 

formação da banda de Cys-Bx, em λAbs = 495 nm. Após esse período, a solução da 

betalaína formada foi finalmente congelada e liofilizada para a etapa de purificação. 
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6.3.7. Purificação 

 A purificação foi realizada da mesma maneira para todas as betalaínas, em três 

etapas, com exceção da Pyr-Bx, cujo método de purificação possui apenas uma etapa, e 

está apresentado separadamente. Na primeira etapa, a betaxantina liofilizada foi 

solubilizada em água (no máximo 5 mL) e foi realizada uma filtração em coluna de  

SiO2-C18, utilizando-se água como eluente, para retirar o excesso de sal formado na 

reação. Toda fração amarela, contendo betaxantina, foi coletada, liofilizada e armazenada 

a –20 °C. Em seguida, para a purificação, empregou-se um sistema de cromatografia 

líquida de alta eficiência em escala semi-preparativa de fase reversa (Shimadzu, Supelco 

Ascentis C18 25 cm × 1 cm, 5 µm). Os solventes empregados foram água/HCO2H (0,05% 

v/v; solvente A) e MeCN/HCO2H (0,05% v/v; solvente B), em um fluxo de 2 mL min–1. 

A corrida foi acompanhada por detecção espectrofotométrica com grade de diodo em 254 

nm e 480 nm. As frações contendo betaxantina foram coletadas, reunidas e o pH foi 

ajustado para 5 com 0,1 mol L–1 NH4OH. A solução foi então liofilizada e o sólido 

resultante armazenado a –20 °C no escuro. Os métodos cromatográficos utilizados para 

cada betaxantina estão indicados na Tabela 6. Na terceira e última etapa, a betaxantina 

foi novamente solubilizada em água e purificada por cromatografia de coluna, com 

Sephadex LH-20 como fase estacionária, e água como eluente. As frações coletadas 

foram analisadas por UV-Vis, e as semelhantes foram reunidas e liofilizadas novamente, 

para concentrar ou para armazenar (a –20 ºC), se não forem utilizadas no mesmo dia. 

 Para a Pyr-Bx, a purificação foi realizada por cromatografia de coluna, utilizando 

C18 como fase estacionária e água como eluente. As frações coletadas foram analisadas 

por espectroscopia de UV-Vis e as frações contendo espectros semelhantes foram 

reunidas. A solução resultante foi liofilizada e armazenada a –20 °C, protegida da luz. 
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Tabela 6. Métodos cromatográficos utilizados na purificação de betaxantinas por HPLC em 
escala semi-preparativa. 

Betaxantinas Método cromatográfico 
Asn-Bx 2% B em 30 min 

Arg-Bx, DA-Bx, DOPA-Bx, Pro-Bx, Tyr-
Bx 

10% B em 30 min 

His-Bx 2 – 15% B em 30 min 

Ala-Bx, Asp-Bx, Gln-Bx, Glu-Bx, Gly-Bx, 
Ile-Bx, Leu-Bx, Lys-Bx, Met-Bx, Ser-Bx, 
Thr-Bx, Val-Bx 

2 – 30% B em 30 min 

Phe-Bx, Tyr-Bx 10 – 60% B em 30 min 

Cys-Bx 
0 – 7 min: 2% 
7 – 15 min: 2 – 5% 
15 – 30 min: 5 – 10% 

 

6.4. Métodos de caracterização 

6.4.1. Espectroscopia de ressonância magnética nuclear 

 As análises de RMN de 1H e COSY foram realizadas na Central Analítica do 

Instituto de Química da USP, em um espectrômetro Bruker Avance III 500, operando a 

500 MHz, equipado com uma sonda de tripla ressonância (TXI) de 5mm com detecção 

inversa. As análises de Pyr-Bx foram realizadas em um espectrômetro Bruker Avance III 

800 acoplado a criosonda (TCI) com 4 canais. As amostras de betalaínas foram 

solubilizadas em D2O, imediatamente antes da aquisição dos espectros, com concentração 

de cerca de 0,3 mg mL–1. A sequência de pulso zgpr foi utilizada para suprimir o sinal 

residual da água. Os deslocamentos químicos (δ) estão representados em unidades de 

partes por milhão (ppm) em relação ao sinal do ácido trimetilsililpropanóico (TSP; δ 

0,00). Todos os espectros foram processados utilizando-se o software MestReNova (v. 

11.0.4, 2017, Mestrelab Research S.L.). 
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6.4.2. Cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas 

 As análises de HPLC-MS foram realizadas na Central Analítica do Instituto de 

Química da USP em um cromatógrafo líquido Prominence LC-20AD (Shimadzu) 

acoplado a um espectrômetro de massas de alta resolução q-ToF maxis 3G Bruker 

Daltonics operando em modo positivo e a um detector Prominence SPD-M20A 

(Shimadzu). Para separação foi utilizada uma coluna de fase reversa (Luna C18, 250 x 

4,6 mm, 5 μm; Phenomenex®), um gradiente linear de 5 – 65% de B em 20 min, e os 

solventes água/HCO2H (0,05% v/v; solvente A) e MeCN/HCO2H (0,05% v/v; solvente 

B), com fluxo de 1 mL min–1. 

6.4.3. Espectroscopia de absorção, emissão e excitação 

 Os espectros de absorção foram adquiridos em um espectrofotômetro Varian Cary 

50 Bio equipado com um banho termostático Peltier. Os espectros de emissão foram 

adquiridos em um espectrofluorímetro Edinburgh FL980. Todas as medidas foram 

realizadas em água, a 25 ± 1 °C, em cubetas de quartzo de caminho óptico de 10 mm, 

com as seguintes configurações de absorção: 300–800 nm, scan rate: 4800 nm min–1; 

emissão (Em): 450–700 nm, comprimento de onda de excitação de λEx = 430 nm, com 

fendas de excitação e emissão de 10 nm. 

6.4.4. Coeficiente de absorção molar (ε) 

 O coeficiente de absorção molar foi determinado usando um método de ponto 

final, baseado na hidrólise de betanina8. A hidrólise alcalina de betaxantinas em tampão 

Britton-Robinson, pH 9,5 (25 ºC), foi monitorada por espectrofotometria UV-Vis, durante 

4 a 6 horas, em intervalos de 10 min. A formação de ácido betalâmico foi monitorada em 

λAbs = 424 nm (ε424 nm = 26.500 L mol–1 cm–1)65, 121 e usada para determinar a concentração 
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inicial de cada betalaína, considerando uma estequiometria de 1:1. O ácido betalâmico 

não é degradado durante o experimento. A mudança na absorção em função do tempo em 

λAbs = 424 nm foi ajustada com uma função monoexponencial para determinar o valor 

máximo de absorção de ácido betalâmico (A424nm
HBt,∞). A absorção da amostra no 

comprimento de onda máximo de absorção (Aλ
bet,0) foi adquirida em pH 7 para evitar 

mudanças na concentração devido à hidrólise. O coeficiente de absorção da amostra no 

comprimento de onda máximo de absorção (ελ
bet) foi calculado de acordo com a Eq. 9: 

ℇ'()* = ℇ+,)-&-	/0 &'(),!2

&+,),3-&-	/0 Eq. 9 

 

6.4.5. Rendimento quântico de fluorescência 

 O rendimento quântico de fluorescência (ΦFl) foi determinado por um método 

indireto, por comparação com padrões secundários. Foi realizado em água, e utilizou-se 

fluoresceína (solução de fluoresceína em 0,1 mol L–1 NaOH(aq); nD = 1,3325; ΦFl = 

0.95)122 como padrão de fluorescência secundário162, para determinação do ΦFl de todas 

as betaxantinas. Espectros de absorção e emissão do padrão e de todas as betaxantinas 

foram adquiridos nas mesmas condições experimentais em cubetas de quartzo de 1,5 mL 

com caminho óptico de 10 mm, em cinco concentrações diferentes. As soluções foram 

diluídas de forma que a absorção da amostra fosse inferior a 0,1. Os espectros de emissão 

foram obtidos em condições espectrofotométricas idênticas: comprimento de onda de 

excitação (λEx): 430 nm, emissão (Em) de 460 a 800 nm, fendas de Ex e Em: 20 nm, 

tensão da fotomultiplicadora: 600 V, a 25 ± 1 ºC. Um gráfico que correlaciona a área de 

emissão com o valor da absorção do composto no comprimento de onda de excitação (λEx 

= 430 nm) foi construído para cada betalaína, e o coeficiente angular da reta traçada foi 

correlacionado com o padrão. Assim, o ΦFl foi calculado de acordo com a Eq. 10: 
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Φ"# = Φ"#
$ 	 00$ ,

-%
-%$
.
&
 Eq. 10 

 

na qual α é o coeficiente angular do ajuste linear do gráfico de área sob a curva de emissão 

vs. a absorção em 430 nm, nD é o índice de refração do solvente, e o sobrescrito r se refere 

aos valores do padrão de referência de fluorescência. 

6.5. Determinação da estabilidade em solução aquosa 

 A decomposição das betalaínas em tampão fosfato (pH 7, 100 mmol L–1) foi 

monitorada a 50 ºC em um espectrofotômetro de absorção Varian Cary 50 Bio, com um 

porta-cubetas para 18 cubetas, acoplado a um banho termostático Lauda. Os espectros de 

absorção (200 a 800 nm) foram obtidos em intervalos de tempo de 10 min por um período 

de 6 horas. 

6.6. Ensaio ABTS 

 A capacidade antiradicalar foi determinada pelo ensaio ABTS, utilizando o 

protocolo desenvolvido por Re e coautores.124 Uma solução estoque de ABTS•+/ABTS 

foi preparada em água via oxidação parcial de ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-

6-sulfonato) de amônio, 7 mmol L–1) por persulfato de potássio (2,45 mmol L–1) no 

escuro, a temperatura ambiente por 16h. A solução estoque de ABTS•+/ABTS foi diluída 

em tampão fosfato (pH 7, 0,1 mol L–1) ou tampão acetato (pH 3,6, 0,3 mol L–1) até um 

valor de absorção em torno de 0,7 (46,7 μmol L–1 ABTS•+) em 734 nm. Após adição do 

antioxidante, foi acompanhada a variação da absorção de ABTS•+ em 734 nm por 6 min 

(ΔAbs), a 25 ºC. O coeficiente angular (α) da correlação linear entre ΔA e a concentração 

de antioxidante é uma medida da capacidade antioxidante. Consequentemente, a razão 

αamostra/αTrolox é a capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity, TEACABTS), que é usado como antioxidante de referência. 
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6.7. Método FRAP 

 O ensaio FRAP foi realizado de acordo com o protocolo desenvolvido por Benzie 

e Strain.163 A solução de trabalho FRAP foi preparada pela adição de 2,5 mL de solução 

de TPTZ (2,4,6-Tris(2-piridil)-s-triazina, 10 mmol L–1, em 40 mmol L–1 HCl) e 2,5 mL 

de solução de FeCl3⸱6H2O (20 mmol L–1) em 25 mL de tampão acetato (pH 3,6, 0,3 mol 

L–1), para um volume final de 30 mL de solução de trabalho FRAP. Soluções aquosas de 

concentração conhecida de FeSO4⸱7H2O entre 5 – 100 µmol L–1 foram utilizadas para a 

obtenção de uma curva de calibração. A redução do complexo tripiridiltriazina–férrico 

(Fe(TPTZ)2(III)) para sua forma ferrosa (Fe(TPTZ)2(II)) após a adição de antioxidante 

foi monitorada pela mudança na absorção em 593 nm por 30 min (ΔAbs). O coeficiente 

angular (α) da correlação linear entre ΔAbs e a concentração de antioxidante foi obtido. 

A capacidade antioxidante foi calculada como a razão entre o valor de α da amostra e da 

curva de calibração de FeSO4, αAmostra/αFeSO4, para obtenção do valor FRAP, em 

relação à reação com FeSO4, e do antioxidante de referência Trolox (1 – 5 µmol L–1), 

αAmostra/αTrolox, para obtenção dos valores de capacidade antioxidante em 

equivalentes de Trolox, TEACFRAP. 

6.8. Voltametria cíclica 

 O experimento de voltametria cíclica foi conduzido empregando-se um 

potenciostato/galvanostato AutoLab PGSTAT101 (Metrohm), utilizando o software 

NOVA. As medidas foram realizadas utilizando-se um eletrodo impresso (Metrohm; 

DropSens DRP-110; 6.1208.110), composto por um sistema de três eletrodos: eletrodo 

de trabalho de carbono, contra-eletrodo de carbono e eletrodo de referência de prata. A 

velocidade de varredura foi fixada em 50 mV s–1 e o potencial foi varrido de –1 V a +1 

V, em janela aberta, seguida de varredura em janela fechada, entre 0,4 e 1,0 V, com 4 
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ciclos de varredura. As soluções aquosas de betalaínas foram preparadas em KCl 0,1 mol 

L–1, também utilizado como solução controle nos ensaios, em uma concentração fixa de  

1,0 mmol L–1. 
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8. ANEXOS 

Tabela Anexo 1. Fontes de betaxantinas. Nomes comuns e nomes científicos registrados no International Plant Names Index (IPNI), e referências das 
imagens utilizadas na Figura 3. 

Fontes de betaxantinas 
Nomes comuns Nomes científicos registrados no IPNI Referências das imagens da Figura 3 

Acelga (swiss chard) Beta vulgaris var. cicla (L.) Voss 
https://www.ipni.org/n/60468550-2 https://www.flickr.com/photos/megz/5898652489/in/photostream/ 

Agário-das-moscas Amanita muscaria https://www.flickr.com/photos/95786621@N02/51655284487/ 
Beterraba amarela, vermelha 
e listrada 

Beta vulgaris L. 
https://www.ipni.org/n/164505-1 

https://www.dreamstime.com/royalty-free-stock-photography-beets-
various-colors-image15961817 

Opuntia Opuntia ficus-indica (L.) Mill. 
https://www.ipni.org/n/1151735-2 https://www.flickr.com/photos/gudrun44/51557688425/in/photostream/ 

Djulis Chenopodium formosanum 
https://www.ipni.org/n/164939-1 

https://www.earth.com/plant-
encyclopedia/angiosperms/amaranthaceae/chenopodium-formosanum/pt/ 

Perpétua ou amaranto-
globoso 

Gomphrena globosa L. 
https://www.ipni.org/n/327333-2 https://www.flickr.com/photos/physics_of_free_kick/2894124365/ 

Uluco Ullucus tuberosus Caldas 
https://www.ipni.org/n/167633-1 

https://stock.adobe.com/es/images/olluquito-is-a-root-vegetable-from-
south-america-an-important-crop-in-the-andean-region-and-for-
traditional-dishes-in-peruvian-cuisine-pile-of-yellow-ulluco-in-a-farmers-
market/434254070?start-checkout=1&content-id=434254070 

Raízes de beterraba amarela 
(hairy roots) 

Beta vulgaris L. 
https://www.ipni.org/n/164505-1  

Maravilha Mirabilis jalapa L. 
https://www.ipni.org/n/162591-2 https://www.flickr.com/photos/hector_va_a_su_bola/51337770545/ 

Rivina Rivina humilis L. 
https://www.ipni.org/n/221479-2 https://www.flickr.com/photos/ericmadrigal/4061562647/ 
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Onze-horas Portulaca grandiflora Hook. 
https://www.ipni.org/n/208592-2 https://www.flickr.com/photos/154568542@N07/48557982172/ 

Crista-de-galo Celosia argentea var. cristata (L.) Kuntze 
https://www.ipni.org/n/1073771-2 https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=2089504 

Crista plumosa Celosia plumosa Hort. ex Burvenich 
https://www.ipni.org/n/59953-1 https://www.flickr.com/photos/jenn2d2/19310624130/ 

Quinoa Chenopodium quinoa 
https://www.ipni.org/n/165175-1 https://www.flickr.com/photos/bioversity/6672474921/ 

Primavera Bougainvillea spectabilis Willd. 
https://www.ipni.org/n/604358-1 

https://www.flickr.com/photos/35318832@N00/4337221774/ 
https://www.flickr.com/photos/brindleyron/11448024066/ 

Planta com folhas de língua 
(tongue-leaf plant) 

Glottiphyllum longum N.E.Br. 
https://www.ipni.org/n/362000-1 https://www.flickr.com/photos/jim-sf/2526446006/ 

Cacto-margarida Lampranthus productus N.E.Br. 
https://www.ipni.org/n/362301-1 https://www.flickr.com/photos/109081/49869013801/ 
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8.1. Espectros de ESI-qTOF-MS/MS e padrões de fragmentação 

  

Anexo 1. Alanina-betaxantina (Ala-Bx).  
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Anexo 2. Arginina-betaxantina (Arg-Bx).  
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Anexo 3. Asparagina-betaxantina (Asn-Bx).  
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Anexo 4. Ácido aspártico-betaxantina (Asp-Bx).  
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Anexo 5. Cisteína-betaxantina (Cys-Bx).  
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Anexo 6. Dopamina-betaxantina (DA-Bx).  
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Anexo 7. Glutamina-betaxantina (Gln-Bx).  



 170 

 

Anexo 8. Ácido glutâmico-betaxantina (Glu-Bx).  
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Anexo 9. Glicina-betaxantina (Gly-Bx).  
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Anexo 10. Histidina-betaxantina (His-Bx).  
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Anexo 11. Isoleucina-betaxantina (Ile-Bx).  
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Anexo 12. DOPA-betaxantina (DOPA-Bx).  
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Anexo 13. Leucina-betaxantina (Leu-Bx).  
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Anexo 14. Lisina-betaxantina (Lys-Bx).  
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Anexo 15. ε-Lisina-betaxantina (ε-Lys-Bx).  
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Anexo 16. Metionina-betaxantina (Met-Bx).  
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Anexo 17. Fenilalanina-betaxantina (Phe-Bx).  
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Anexo 18. Prolina-betaxantina (Pro-Bx).  
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Anexo 19. Pirrolidina-betaxantina (Pyr-Bx).  
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Anexo 20. Serina-betaxantina (Ser-Bx).  
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Anexo 21. Treonina-betaxantina (Thr-Bx).  
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Anexo 22. Triptofano-betaxantina (Trp-Bx).  
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Anexo 23. Tirosina-betaxantina (Tyr-Bx).  
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Anexo 24. Valina-betaxantina (Val-Bx).  
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8.2. Espectros de RMN 

 

Anexo 25. Espectro de RMN de 1H de Ala-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 26. Espectro de RMN de 1H de Cys-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 27. Espectro de RMN de 1H de DA-Bx, em D2O a 25 °C. 

  



 190 

 

Anexo 28. Espectro de RMN de 1H de DOPA-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 29. Espectro de RMN de 1H de Lys-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 30. Espectro de RMN de 1H de ε-Lys-Bx, em D2O a 25 °C. Não foi possível atribuir de 
maneira inequívoca os sinais correspondentes aos hidrogênios H-3a/b e H-11 – H-13. 
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Anexo 31. Espectro de RMN de 1H de Phe-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 32. Espectro de RMN de 1H de Pyr-Bx, em D2O a 25 °C. 
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Anexo 33. Espectro de RMN de 1H de Trp-Bx, em D2O a 25 °C. 
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8.3. Coeficiente de absorção molar 

 

Anexo 34. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de Ala-Bx, Arg-Bx, 
Asn-Bx, Asp-Bx, DA-Bx, Gln-Bx, Glu-Bx e Gly-Bx em tampão BR 40 mmol L–1 pH 9,5; e gráficos dos 
ajustes monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas e em 424 nm 
(HBt) em função do tempo. As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 nm) e 
aumento da absorção do HBt (λAbs = 424 nm). O espectro de maior intensidade corresponde ao espectro 
obtido em pH 7 (absorção inicial das betaxantinas). 
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Anexo 35. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de His-Bx, Ile-Bx, 
DOPA-Bx, Leu-Bx, Lys-Bx, ε-Lys-Bx, Met-Bx e Phe-Bx em tampão BR 40 mmol L–1 pH 9,5; e gráficos 
dos ajustes monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas e em 424 
nm (HBt) em função do tempo. As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 
nm) e aumento da absorção do HBt (λAbs = 424 nm). O espectro de maior intensidade corresponde ao 
espectro obtido em pH 7 (absorção inicial das betaxantinas). 



 198 

 

Anexo 36. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de Pro-Bx, Pyr-Bx, Ser-
Bx, Thr-Bx, Trp-Bx, Tyr-Bx e Val-Bx em tampão BR 40 mmol L–1 pH 9,5; e gráficos dos ajustes 
monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas e em 424 nm (HBt) em 
função do tempo. As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 nm) e aumento 
da absorção do HBt (λAbs = 424 nm). O espectro de maior intensidade corresponde ao espectro obtido em 
pH 7 (absorção inicial das betaxantinas). 
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Tabela Anexo 2. Valores usados no cálculo do coeficiente de absorção molar e pH no qual o 
ensaio foi realizado. 

Composto Abet,0 
a AHBt,∞ 

b pH 

Ala-Bx 0,88721 0,45293 9,5 

Arg-Bx 0,71094 0,37535 9,5 

Asn-Bx 0,8864 0,40732 9,5 

Asp-Bx 0,68117 0,31901 9,5 

DA-Bx 0,61102 0,29646 9,5 

Gln-Bx 0,84866 0,43615 9,5 

Glu-Bx 0,74893 0,35945 9,5 

Gly-Bx 0,82993 0,41644 9,5 

His-Bx 0,85135 0,4519 9,5 

Ile-Bx 0,77335 0,36018 9,5 

DOPA-Bx 0,82741 0,38781 10 

Leu-Bx 0,65681 0,33389 9,5 

Lys-Bx 0,55903 0,27407 9,5 

ε-Lys-Bx 0,61099 0,33505 9,5 

Met-Bx 0,88689 0,42423 9,5 

Phe-Bx 0,80914 0,41127 9,5 

Pro-Bx 0,90837 0,41932 9,5 

Pyr-Bx 0,71278 0,3768 10,5 

Ser-Bx 0,63836 0,31017 9,5 

Thr-Bx 0,80771 0,40036 9,5 

Trp-Bx 0,86702 0,48152 9,5 

Tyr-Bx 0,76853 0,39132 9,5 

Val-Bx 0,60543 0,31161 9,5 
a Valor da absorção no comprimento de onda máximo para o espectro obtido em pH 7; b valores obtidos a 
partir do ajuste exponencial (y0). 
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8.4. Rendimento quântico de fluorescência 

 

Anexo 37. Espectros de emissão de fluorescência de Ala-Bx, Arg-Bx, Asn-Bx, Asp-Bx, DA-Bx, Gln-Bx, 
Glu-Bx e Gly-Bx (λEx = 430 nm; em água) e ajustes lineares da área de emissão em função do valor da 
absorção. 
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Anexo 38. Espectros de emissão de fluorescência de His-Bx, Ile-Bx, DOPA-Bx, Leu-Bx, Lys-
Bx, ε-Lys-Bx, Met-Bx e Phe-Bx (λEx = 430 nm; em água) e ajustes lineares da área de emissão 
em função do valor da absorção. 
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Anexo 39. Espectros de emissão de fluorescência de Pro-Bx, Pyr-Bx, Ser-Bx, Thr-Bx, Trp-Bx, Tyr-Bx e 
Val-Bx (λEx = 430 nm; em água) e ajustes lineares da área de emissão em função do valor da absorção. 
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Anexo 40. Espectros de emissão de fluorescência de fluoresceína (λEx = 430 nm) e ajustes lineares 
da área de emissão em função do valor da absorção. 
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8.5. Estabilidade hidrolítica 

 

Anexo 41. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de Ala-Bx, Arg-Bx, 
Asn-Bx, Asp-Bx, DA-Bx, Gln-Bx, Glu-Bx e Gly-Bx em tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7 a 50 °C; e 
gráficos dos ajustes monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas em 
função do tempo. As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 nm) e aumento 
da absorção do HBt (λAbs ≈ 428 nm). Os espectros destacados em preto são os espectros obtidos nos tempos 
t0, t = 1h e t = 6h. 
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Anexo 42. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de His-Bx, Ile-Bx, 
DOPA-Bx, Leu-Bx, Lys-Bx, ε-Lys-Bx, Met-Bx e Phe-Bx em tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7 a 50 °C; 
e gráficos dos ajustes monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas 
em função do tempo. As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 nm) e 
aumento da absorção do HBt (λAbs ≈ 428 nm). Os espectros destacados em preto são os espectros obtidos 
nos tempos t0, t = 1h e t = 6h. 
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Anexo 43. Espectros da variação da absorção em função do tempo para a hidrólise de Pro-Bx, Pyr-Bx, Ser-
Bx, Thr-Bx, Trp-Bx, Tyr-Bx e Val-Bx em tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7 a 50 °C; e gráficos dos ajustes 
monoexponenciais dos dados de absorção no máximo de absorção das betaxantinas em função do tempo. 
As setas indicam a diminuição da absorção das betaxantinas (λAbs ≈ 475 nm) e aumento da absorção do HBt 
(λAbs ≈ 428 nm). Os espectros destacados em preto são os espectros obtidos nos tempos t0, t = 1h e t = 6h. 
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Anexo 44. Espectros da variação da absorção de em função do tempo para a hidrólise de Cys-Bx 
em tampão fosfato 100 mmol L–1 pH 7 a 50 °C; e gráfico do ajuste monoexponencial dos dados 
de absorção no máximo de absorção (λAbs = 495 nm) em função do tempo. A setas indica a 
diminuição da absorção de Cys-Bx. Os espectros destacados em preto são os espectros obtidos 
nos tempos t0, t = 1h e t = 6h. 
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8.6. Propriedades antioxidantes 

 

Anexo 45. Variação da absorção (ΔAbs) de ABTS•+ em 734 nm após 6 minutos de reação em 
função da concentração de antioxidante, em tampão fosfato 100 mmol L–1, pH 7. 
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Anexo 46. Variação da absorção (ΔAbs) de ABTS•+ em 734 nm após 6 minutos de reação em 
função da concentração de antioxidante, em tampão acetato 300 mmol L–1, pH 3,6. 
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Tabela Anexo 3. Tabela com os valores de coeficiente angular da regressão linear (α) e 
coeficiente de determinação ajustado (Adj-R²) dos gráficos com as triplicatas de ΔAbs em 734 
nm (TEAC/ABTS) em função da concentração de antioxidante, e o valor médio de coeficiente 
angular a regressão linear (αmédio) dos gráficos ajustados individualmente. 

Composto 
pH 7 pH 3,6 

α Adj-R² αmédio α Adj-R² αmédio 

Trolox 0.0139 0.999 0.014 ± 0.001 0.0173 0.995 0.017 ± 0.001 

AscH 0.0133 0.989 0.013 ± 0.001 0.0185 0.992 0.018 ± 0.002 

HBt 0.0264 0.998 0.026 ± 0.001 0.020 0.993 0.020 ± 0.001 

Ala-Bx 0.0271 0.992 0.026 ± 0.001 0.00631 0.999 0.0063 ± 0.0004 

Arg-Bx 0.0346 0.998 0.035 ± 0.001 0.00602 0.998 0.0060 ± 0.0002 

Asn-Bx 0.0258 0.999 0.026 ± 0.001 0.00490 0.997 0.0049 ± 0.0002 

Asp-Bx 0.0264 0.998 0.027 ± 0.001 0.00462 0.993 0.0046 ± 0.0002 

Cys-Bx 0.00521 0.994 0.0053 ± 0.0003 0.00244 0.988 0.0027 ± 0.0002 

DA-Bx 0.0658 0.999 0.067 ± 0.002 0.0269 0.998 0.027 ± 0.001 

Gln-Bx 0.0274 0.998 0.027 ± 0.001 0.00555 0.993 0.0055 ± 0.0002 

Glu-Bx 0.0251 0.994 0.025 ± 0.002 0.00649 0.997 0.0064 ± 0.0001 

Gly-Bx 0.0284 0.998 0.029 ± 0.001 0.00595 0.998 0.0059 ± 0.0004 

His-Bx 0.0278 0.996 0.027 ± 0.002 0.00639 0.993 0.0066 ± 0.0003 

Ile-Bx 0.0253 0.997 0.024 ± 0.001 0.00554 0.998 0.0054 ± 0.0003 

DOPA-Bx 0.0611 0.999 0.061 ± 0.002 0.0386 0.999 0.038 ± 0.001 

Leu-Bx 0.0303 0.997 0.030 ± 0.001 0.00633 0.999 0.0063 ± 0.0001 

Lys-Bx 0.0329 0.999 0.033 ± 0.001 0.00559 0.998 0.0056 ± 0.0005 

ε-Lys-Bx 0.0335 0.998 0.034 ± 0.001 0.00674 0.997 0.0067 ± 0.0002 

Met-Bx 0.0271 0.999 0.027 ± 0.001 0.00606 0.998 0.0060 ± 0.0002 

Phe-Bx 0.0277 0.999 0.028 ± 0.001 0.00542 0.998 0.0054 ± 0.0003 

Pro-Bx 0.0180 0.999 0.018 ± 0.001 0.00671 0.989 0.0065 ± 0.0002 

Pyr-Bx 0.0213 0.998 0.021 ± 0.001 0.00906 0.995 0.0090 ± 0.0002 

Ser-Bx 0.0251 0.999 0.025 ± 0.001 0.00519 0.994 0.0052 ± 0.0004 

Thr-Bx 0.0276 0.999 0.028 ± 0.001 0.00532 0.996 0.0053 ± 0.0002 

Trp-Bx 0.0725 0.998 0.072 ± 0.001 0.0171 0.995 0.017 ± 0.001 

Tyr-Bx 0.0510 0.997 0.050 ± 0.002 0.00805 0.998 0.0079 ± 0.0002 

Val-Bx 0.0247 0.999 0.025 ± 0.001 0.00709 0.998 0.0071 ± 0.0001 
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Anexo 47. Variação da absorção (ΔAbs) de (A) ABTS•+ em 734 nm após 6 minutos de reação, 
em função da concentração de Cys-Bx, em tampão fosfato 100 mmol L, pH 7; (B) ABTS•+ em 
734 nm após 6 minutos de reação, em função da concentração de Cys-Bx em tampão acetato 300 
mmol L–1, pH 3,6 e (C) FRAP em 593 nm após 30 minutos de reação, em função da concentração 
de Cys-Bx em tampão acetato 300 mmol L–1, pH 3,6. 

  



 212 

 

Anexo 48. Variação da absorção (ΔAbs) de FRAP em 593 nm após 30 minutos de reação em 
função da concentração de antioxidante, em tampão acetato 300 mmol L–1, pH 3,6. 
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Tabela Anexo 4. Tabela com os valores de coeficiente angular da regressão linear (α) e 
coeficiente de determinação ajustado (Adj-R²) dos gráficos com as triplicatas de ΔAbs em 593 
nm (FRAP) em função da concentração de antioxidante, e o valor médio de coeficiente angular a 
regressão linear (αmédio) dos gráficos ajustados individualmente. 

Composto α Adj-R² αmédio 

FeSO4 0.0112 0.999 0.012 ± 0.001 

Trolox 0.0225 0.999 0.022 ± 0.001 

AscH 0.0311 0.999 0.031 ± 0.001 

HBt 0.0454 0.999 0.045 ± 0.001 

Ala-Bx 0.0325 0.999 0.032 ± 0.001 

Arg-Bx 0.0297 0.999 0.030 ± 0.001 

Asn-Bx 0.0325 0.987 0.033 ± 0.001 

Asp-Bx 0.0357 0.988 0.035 ± 0.001 

Cys-Bx 0.0142 0.999 0.014 ± 0.001 

DA-Bx 0.0941 0.999 0.094 ± 0.001 

Gln-Bx 0.0353 0.999 0.035 ± 0.001 

Glu-Bx 0.0340 0.998 0.035 ± 0.001 

Gly-Bx 0.0276 0.999 0.028 ± 0.003 

His-Bx 0.0405 0.999 0.041 ± 0.001 

Ile-Bx 0.0331 0.999 0.033 ± 0.001 

DOPA-Bx 0.104 0.999 0.105 ± 0.001 

Leu-Bx 0.0381 0.999 0.038 ± 0.002 

Lys-Bx 0.0294 0.999 0.029 ± 0.001 

ε-Lys-Bx 0.0232 0.997 0.023 ± 0.001 

Met-Bx 0.0334 0.999 0.033 ± 0.001 

Phe-Bx 0.0353 0.987 0.036 ± 0.001 

Pro-Bx 0.0281 0.995 0.037 ± 0.002 

Pyr-Bx 0.0313 0.997 0.030 ± 0.002 

Ser-Bx 0.0299 0.999 0.030 ± 0.002 

Thr-Bx 0.0330 0.999 0.033 ± 0.001 

Trp-Bx 0.0717 0.999 0.071 ± 0.001 

Tyr-Bx 0.0375 0.999 0.037 ± 0.002 

Val-Bx 0.0303 0.999 0.030 ± 0.001 
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Anexo 49. Variação da absorção (ΔAbs) em 593 nm em função do tempo, para todas as 
concentrações de antioxidantes utilizadas, em tampão acetato 300 mmol L–1, pH 3,6. As 
concentrações de FeSO4 variam de 10 µM a 80 µM. 
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Anexo 50. Espectros de absorção de HBt e betaxantinas em tampão acetato 300 mmol L–1 pH 3,6 
a 37 °C, em t = 0 (linha preta) e t = 30 min (linha vermelha). 
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Tabela Anexo 5. Valores de TEAC obtidos nos ensaios com ABTS•+ em pH 7 e 3,6, e valores 
obtidos no ensaio FRAP, com relação ao FeSO4 e em equivalentes de Trolox. 

Composto TEACABTS FRAP 

 pH 7 pH 3,6  TEACFRAP 

Ala-Bx 1,9 ± 0,2 0,37 ± 0,02 2,8 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

Arg-Bx 2,5 ± 0,2 0,35 ± 0,02 2,6 ± 0,1 1,3 ± 0,1 

Asn-Bx 1,9 ± 0,2 0,29 ± 0,01 2,9 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

Asp-Bx 1,9 ± 0,2 0,27 ± 0,01 3,1 ± 0,1 1,6 ± 0,1 

Cys-Bx 0,38 ± 0,04 0,16 ± 0,1 1,2 ± 0,1 0,64 ± 0,1 

DA-Bx 4,8 ± 0,5 1,60 ± 0,04 8,1 ± 0,1 4,2 ± 0,1 

Gln-Bx 2,0 ± 0,2 0,32 ± 0,01 3,0 ± 0,1 1,6 ± 0,1 

Glu-Bx 1,8 ± 0,2 0,38 ± 0,01 3,0 ± 0,1 1,6 ± 0,1 

Gly-Bx 2,1 ± 0,2 0,34 ± 0,03 2,4 ± 0,1 1,3 ± 0,1 

His-Bx 2,0 ± 0,2 0,39 ± 0,02 3,5 ± 0,1 1,8 ± 0,1 

Ile-Bx 1,8 ± 0,2 0,32 ± 0,02 2,8 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

DOPA-Bx 4,4 ± 0,4 2,27 ± 0,06 9,1 ± 0,1 4,7 ± 0,1 

Leu-Bx 2,2 ± 0,2 0,33 ± 0,03 2,5 ± 0,1 1,7 ± 0,1 

Lys-Bx 2,4 ± 0,3 0,39 ± 0,02 2,0 ± 0,1 1,3 ± 0,1 

ε-Lys-Bx 2,4 ± 0,2 0,36 ± 0,02 2,9 ± 0,1 1,0 ± 0,1 

Met-Bx 2,0 ± 0,2 0,32 ± 0,02 3,1 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

Phe-Bx 2,0 ± 0,2 0,38 ± 0,02 2,3 ± 0,1 1,6 ± 0,1 

Pro-Bx 1,3 ± 0,1 0,33 ± 0,03 2,5 ± 0,1 1,2 ± 0,1 

Pyr-Bx 1,5 ± 0,2 0,53 ± 0,02 2,6 ± 0,2 1,4 ± 0,2 

Ser-Bx 1,8 ± 0,2 0,31 ± 0,03 2,6 ± 0,1 1,4 ± 0,1 

Thr-Bx 2,0 ± 0,2 0,31 ± 0,01 2,8 ± 0,1 1,5 ± 0,1 

Trp-Bx 5,1 ± 0,5 1,01 ± 0,04 6,2 ± 0,1 3,2 ± 0,1 

Tyr-Bx 3,6 ± 0,4 0,46 ± 0,02 3,2 ± 0,2 1,7 ± 0,1 

Val-Bx 1,8 ± 0,2 0,42 ± 0,01 2,6 ± 0,1 1,4 ± 0,1 

HBt 1,9 ± 0,2 1,2 ± 0,1 3,9 ± 0,1 2,0 ± 0,1 

AscH 1,0 ± 0,1 1,1 ± 0,1 2,7 ± 0,1 1,4 ± 0,1 
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Tabela Anexo 6. Valores de potenciais de pico anódico (Ea
I, Ea

II’ e Ea
II”) e catódico (Ec), de 

potencial de meia-onda (E1/2), potenciais de meio-pico (Ep/2) e de potenciais de inflexão (Ei) para 
as betaxantinas investigadas. 

Betaxantinas 
Potenciais de pico 

   

Ea
I Ea

II’ Ea
II” Ec E1/2 

a Ep/2 
b Ei b 

Pirrolidina-Bx  998 c 1123   901 d 
909 

1068 e 

DOPA-Bx 680 1114  294 487 959 1019 

Dopamina-Bx 675 1072  445 560 925 992 

Trp-Bx 455 1133 c  301 378 925 d 943 

Tyr-Bx 521 1203  262 391 996 1004 

Met-Bx  1074    954 968 

Cys-Bx  885    798 814 

Phe-Bx  1008    898 909 

His-Bx  1135    976 992 

Lys-Bx  1142    989 997 

ε-Lys-Bx  1133    954 956 

Asn-Bx  1125    986 995 

Gln-Bx  1133    1003 1019 

Ile-Bx  1057    942 956 

Arg-Bx  1042    923 943 

Thr-Bx  1118    998 1014 

Leu-Bx  1055    935 953 

Glu-Bx  1116    981 1000 

Pro-Bx  1030 c 1162   952 
968 

1114 e 

Ser-Bx  1103    954 d 968 

Val-Bx  1072    952 973 

Asp-Bx  1133    986 1000 

Ala-Bx  1077    957 973 

Gly-Bx  1062    942 958 

Todos os valores de E estão em V vs. SHE. a valor obtido a partir de EaI e Ec, E1/2 = (Ea + Ec)/2; b: valor 
obtido a partir de EaII’; c valores aproximados de EaII’, visto que o pico não é claro, e não possível obter o 
valor de “ponto zero” pela derivada de 1ª ordem; d valor aproximado de Ep/2, obtido a partir da aproximação 
de EaII’; e valor de Ei obtido a partir do valor de EaII” (valor do “ponto zero” da derivada de 2ª ordem referente 
ao EaII”). 
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Tabela Anexo 7. Valores de pKa dos aminoácidos, a 25 ºC.a 

Composto pKa1  
(–COOH) pKa (–NH3

+) pKa2 b pKa3 b 

Alanina, Ala 2,33 9,71   
Arginina, Arg 2,03 9,00 12,1/13,80133  

Asparagina, Asn 2,16 8,73   
Ácido Aspártico, Asp 1,95 9,66 3,71  

Cisteína, Cys 1,91 10,28 8,14  
Dopamina, DA  10,36 8,88 13,68 
Glutamina, Gln 2,18 9,00   

Ácido Glutâmico, Glu 2,16 9,58 4,15  
Glicina, Gly 2,34 9,58   

Histidina, His 1,70 9,09 6,04  
Isoleucina, Ile 2,26 9,60   

L-DOPA 2,20 8,75 9,81 13,4 
Leucina, Leu 2,32 9,58   
Lisina, Lys 2,15 9,16 10,67  

Metionina, Met 2,16 9,08   
Fenilalanina, Phe 2,18 9,09   

Prolina, Pro 1,95 10,47   
Pirrolidina, Pyr  11,31   

Serina, Ser 2,13 9,05   
Treonina, Thr 2,20 8,96   

Triptofano, Trp 2,38 9,34   
Tirosina, Tyr 2,24 9,04 10,10  
Valina, Val 2,27 9,52   

a CRC Handbook of Chemistry and Physics 103rd Ed. John R. Rumble, https://hbcp.chemnetbase.com. 
b valores de pKa dos grupos das cadeias laterais dos aminoácidos. 
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Tabela Anexo 8. Valores de pKa estimados para as betaxantinas. 

Betaxantina pKa1 
C2-COOH 

pKa2 
C6-COOH 

pKa3 
C10-COOH 

pKa4 
N9H 

pKa5 
side 

Pirrolidina-Bx 4,13 5,81 — — — 

DOPA-Bx 3,81 2,35 1,40 8,22 9,33; 12,74 

Dopamina-Bx 3,97 2,41 — 11,72 9,30; 13,04 

Trp-Bx 3,75 2,41 1,70 8,69 — 

Tyr-Bx 3,82 2,38 1,52 8,39 9,54 

Met-Bx 3,76 2,38 1,60 8,71 — 

Cys-Bx 3,67 2,23 1,36 6,53 — 

Phe-Bx 3,78 2,39 1,64 8,62 — 

His-Bx 3,72 2,28 1,41 8,81 6,46; 13,10 

Lys-Bx 3,76 2,31 1,46 8,81 10,22 

ε-Lys-Bx 3,94 2,65 2,06 11,95 9,29 

Asn-Bx 3,81 2,36 1,46 8,28 — 

Gln-Bx 3,77 2,35 1,52 8,59 — 

Ile-Bx 3,68 2,35 1,62 8,74 — 

Arg-Bx 1,32 3,10 1,89 8,60 12,16 

Thr-Bx 3,63 2,23 1,44 7,74 — 

Leu-Bx 3,76 2,40 1,65 8,82 — 

Glu-Bx 3,76 1,86 2,58 8,58 4,88 

Pro-Bx 4,03 5,62 3,05 — — 

Ser-Bx 3,71 2,27 1,40 7,76 — 

Val-Bx 3,68 2,32 1,58 8,70 — 

Asp-Bx 3,78 2,34 1,38 8,53 5,07 

Ala-Bx 3,86 2,41 1,52 8,75 — 

Gly-Bx 3,78 2,33 1,45 9,04 — 
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