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RESUMO

O Jenipapo (Genipa americana L.) € um fruto do jenipapeiro que tem origem na Amazonia.
O fruto verde do jenipapo quando oxidado produz um corante azul soltvel em agua e etanol.
Isso ocorre, pois, os frutos verdes apresentam um iridoide glicosideo incolor chamado de
geniposideo, o qual quando hidrolisado pela B-glucosidase, libera a genipina. Entdo, as
aminas primarias reagem espontaneamente com a genipina, formando o pigmento azul. Desta
forma, o jenipapo vem sendo estudado como uma alternativa de corante azul natural,
possuindo também compostos bioativos. O objetivo deste trabalho foi otimizar a extracao do
corante azul com o uso de tecnologia assistida por ultrassom. Assim, diferentes condic6es de
processos (temperatura, razéo solido:liquido e amplitude) foram avaliadas. Uma otimizagéo
multi-resposta foi realizada usando o potencial antioxidante avaliado pelo ensaio de FRAP,
o teor de compostos fendlicos totais, e os parametros de cor b* e C*. As condicGes de 70 °C,
amplitude de 65% e razdo solido:solvente 1:40 (g/v), além do tempo de 10 minutos foram
definidas como as condi¢cfes 6timas de extracdo. As condi¢cdes 6timas de extracdo foram
validadas externamente (a um nivel de 90% confianca). Através da cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas quatorze componentes foram identificados. Além das
propriedades de cor, 0 extrato de jenipapo apresentou potencial para inibir as enzimas lipase
pancreatica e o-amilase, mostrando-se uma alternativa para o tratamento antidiabetes e
antiobesidade. Por fim, conclui-se que o fruto do jenipapeiro pode apresentar potencial como

corante natural para aplicacdo em produtos alimenticios e farmacéuticos.

Palavras-chave: Genipina. Extracdo assistida por ultrassom. Corante. Antioxidantes.



ABSTRACT

Genipap (Genipa americana L.) is a fruit of Jenipapeiro that comes from the Amazon. The
green fruit of genipap when oxidized produces a blue pigment soluble in water and ethanol.
This occurs because green fruits have a colorless glycoside iridoid called geniposide, which
when hydrolyzed by B-glucosidase, releases genipin. Then, the primary amines react
spontaneously with genipin, forming the blue pigment. Thus, Genipap has been studied as an
alternative to natural blue dye, also having bioactive compounds. The aim of this study was
to optimize the extraction of the blue pigment using ultrasound-assisted technology. Then,
different process conditions (temperature, solid:solvent ratio and amplitude) were evaluated.
A multi-response optimization was performed using the antioxidant potential evaluated by
the FRAP assay, the total phenolic content, and the color parameters b* and C*. The
conditions of 70 °C, amplitude of 65% and solid: solvent ratio 1:40 (g/v), in addition to the
time of 10 minutes were defined as the optimal extraction conditions. The optimal extraction
conditions were validated externally (at a level of 90% confidence). Through liquid
chromatography coupled to mass spectrometry fourteen components were identified. In
addition to the color properties, genipap extract has the potential to inhibit pancreatic lipase
and a-amylase enzymes, showing an alternative for the treatment of anti-diabetes and anti-
obesity. Finally, it concludes that the genipap fruit may have potential as a natural dye for

application in food and pharmaceutical products.

Keyword: Genipin. Ultrassound-assisted extraction. Pigment. Antoxiodants.
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1 INTRODUCAO

Cada vez mais produtos naturais com propriedades funcionais tem atraido o
interesse de industrias e, entdo, aditivos sintéticos vém sendo trocado por aditivos naturais,
tudo isso para atingir um mercado de consumidores com habitos alimentares mais saudaveis,
0S quais possuem maior interesse por esse tipo de produto (NEVES e MEIRELES, 2018).

Corantes sdo aditivos presentes em quase todos os produtos alimenticios deixando
esses mais atrativos. Além disso, a cor, € um dos principais atributos dos alimentos, pois esta
relacionada com a aceitabilidade daquele produto pelo consumidor (NEVES e MEIRELES,
2018; BENTES, 2010).

No entanto, a inofensividade dos corantes sintéticos comegou a ser questionada, uma
vez que os corantes artificiais estdo associados a alguns efeitos colaterais, como reagdes
alérgicas, urticarias, asma e rinite, alguns apresentam também um potencial carcinogénico
(DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2007). Além disso, muitos corantes artificiais
apresentam alto conteudo de metais pesados, ultrapassando, muitas vezes, o limite exigido
na legislagdo (LINDINO, et al., 2008).

Segundo Renhe et al. (2009), o uso de corante sintéticos na cor azul faz-se
necessario pois, um dos grandes problemas da industria alimenticia é encontrar uma fonte
natural de corante com coloracdo azul. Logo, para satisfazer essa demanda de mercado, tém
se estudado novas matérias-primas fontes de corantes naturais (BENTES, 2010).

Neste contexto, uma das fontes que vem sendo estudada é o Jenipapo (Genipa
americana L.) pertencente & familia Rubiceae. E uma espécie importante economicamente,
tanto pela sua esséncia florestal, propriedades medicinais, quanto pela producéo de alimentos
(SOUZA, 2007). O Jenipapo, no estado verde de maturacdo, possui um composto chamado
geniposideo que, ao ser hidrolisado, libera a genipina a qual reagem com aminas primarias
produzindo o pigmento de cor azul (BENTES, 2010). Esse fruto pode ser encontrado disperso
por toda a América tropical, especialmente na regido norte do Brasil, em lugares de antiga
habitacdo indigenas (FIGUEIREDO et al., 1996). Antigamente, esses povos, utilizavam o
fruto para fazer marcagdes na pele, pintura em pecas de roupa, tecido de palha e utensilio
domeésticos (SILVA, LIMA e VIEITES, 1998).

Conforme Bentes (2010), o tempo e o curso dos testes de seguranca além do lento

processo de aprovacao legal, sdo empecilhos para a rapida ascensdo de novos pigmentos.
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Além disso, para que 0s pigmentos naturais concorram de maneira justa com os sintéticos,
ainda é necessario maiores investimentos em pesquisa com novas fontes e métodos de
extracdo mais eficientes. No 6rgdo regulatério dos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug
Administration), por exemplo, a quantidade de corantes naturais disponiveis comercialmente
para alimentos e bebidas sdo limitados. O fato da maioria dos corantes naturais possuirem
uma baixa estabilidade em diferentes valores de pH e desbotamento répido da cor, levando a
um brilho menos atraente contribuem para a dificuldade na aceitacdo pela legislacdo. Além
disso, algumas fontes de corantes naturais podem afetar caracteristicas organolépticas dos
produtos. Sendo assim, ndo h& muitas opc¢des de corantes naturais disponiveis para aplicacdo
e, para inserir novos produtos na legislagdo, é exigido longas avaliagBGes toxicoldgicas,
retardando o processo de aprovacao regulatéria (MEIJA et. al., 2020).

A extracdo assistida por ultrassom (UAE) é considerada uma tecnologia limpa e,
segundo Veggi (2013), esse método vem sendo aplicado na extracdo de produtos naturais a
partir da matriz vegetal, uma vez que ocorre o fendmeno de cavitacao, conhecido por acelerar
a liberacdo de compostos bioativos e intensificar a transferéncia de massa.

O presente trabalho teve como objetivo otimizar a extracdo do corante azul a partir

do Jenipapo (Genipa americana L.) com o uso de tecnologia assistida por ultrassom.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral
Obter o corante azul a partir do Jenipapo (Genipa americana L.) usando extracao

assistida por ultrassom.

1.1.2 Objetivos especificos

Para que o objetivo geral seja alcancado, 0s seguintes objetivos especificos foram
definidos:

- Extrair o corante azul pelo método de extracdo assistida por ultrassom;

- Otimizar as condicGes de extracdo por ultrassom, usando agua como solvente;

- Identificar os principais compostos presentes no extrato otimizado;

- Caracterizar o extrato quanto as atividades bioativas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Jenipapo (Genipa americana L.)

O Jenipapo, um fruto do Jenipapeiro com origem na Amazonia, geralmente é
encontrado em regides com clima tropical Umido e subtropicais da América Latina
(ANDRADE, 2016).

Figura 1 — Fruto do Jenipapo verde

Fonte: A autora.

Segundo Pacheco et al. (2014), esse fruto apresenta casca fina, bagas globosas e
popa de coloracédo parda. O jenipapo pode ser utilizado em diversas prepara¢des alimenticias,
desde paes, compotas e sorvetes até em bebidas como licores e vinhos. A polpa do fruto
apresenta baixa acidez, alto contetdo de umidade, baixo percentual de proteina e lipidio, alto
contetdo de agucares, teor de ferro regular, boa taxa de calcio e fosforo, elevado contetdo
de taninos, tracos de vitamina C e pectina (FIGUEIREDO et al., 1986a). A Tabela 1,
apresenta a composicao quimica do jenipapo em diversos estagios de maturacédo, verde, “de

vez” — que € o ponto ideal para colheita e maduro.
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Tabela 1 — Composi¢do quimica dos frutos de jenipapo verde, ‘de vez’ e maduro.

Determinacdes

Estadio de maturagéo

Verde ‘de vez’ Maduro
pH 4,20 4,00 4,00
gf[:;?ceoz)tltulavel total (%0 acido 0,03 0,08 0,94
Solidos solaveis (°Brix) 14,00 20,00 20,00
Vitamina C (mg/100 g) Tragos Tracos Tracos
Taninos (mg/ 100 g) 609,55 280,00 254,55
Umidade (%) 74,67 74,14 74,81
Cinza (%) 1,02 0,86 0,85
Proteina (% N x 6,25) 0,74 0,62 0,68
Lipidios (%o) 0,27 0,32 0,35
Fibra (%) 1,80 2,03 2,08
Glicidios redutores (%) 8,46 8,00 11,39
Glicidios néo redutores (%) 5,27 7,23 4,33
Amido (%) 6,44 5,62 4,62
Pectina (mg/100 g) Tragos Tracos Tracos
Calcio (mg Ca/100 g) 46,33 33,40 45,82
Ferro (mg Fe/100 g) 0,79 0,73 0,80
Fosforo (mg P20s/100 g) 47,70 41,40 33,50

Fonte: Figueiredo et al. (1986a)

2.1.1 Pigmento azul

Segundo Penalber et al. (1996), o fruto verde do jenipapo quando oxidado produz

um corante azul solivel em &gua e etanol. Isso ocorre, pois, 0s frutos verdes apresentam um
iridoide glicosideo incolor chamado de geniposideo (C17H24010). Ao ser hidrolisado pela -
glucosidase, esse composto libera a genipina (C11H140s), a qual é incolor (ANDRADE,
2016).

Para a formacéo do pigmento azul, a genipina precisa reagir com aminas primarias,
como aminoacidos e proteinas (BENTES, 2010). Esse pigmento € descrito, por Touyama et
al. (1994), como uma mistura de polimeros de alto peso molecular, a qual seria formada a
partir da desidrogenacdo de varios pigmentos intermediarios e da polimerizacdo radical
induzida pelo oxigénio.

Logo, para a formacdo do pigmento azul passa-se pela formacao de intermediarios

amarelos, 0s quais sdo precursores de outros compostos vermelho-amarronzados. Entéo, as
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aminas primarias irdo reagir espontaneamente com a genipina, formando o pigmento azul.

Sendo o oxigénio indispensavel para essa reagdo acontecer (TOUYAMA et al., 1994).

Figura 2 — Reacdo de formacao do pigmento azul a partir do geniposideo

COOCH, COOCH, COOCH,
L % =
la] i imarl M
0 Amina primaria ~ 4 HE{]
Calor + O
Beta-glucoskiase ?Hz OH 2 ‘-F"'z OH

OH OH
—_— Genipina
Pigmento azul
CH,OH
o OH

OH

OH  on

Geniposideo Glicose

Fonte: Bentes (2010)

Segundo Paik et al. (2001), a estabilidade do pigmento azul ndo parece seguir uma
cinética de primeira ordem. Relata, também, que esse pigmento se difere da maioria pois
apresenta estabilidade elevada a variagdes de pH, temperatura e intensidade luminosa.

Figura 3 — Fruto do Jenipapo oxidado

Fonte: A autora.
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2.2 Corantes

O que desperta interesse no consumidor ao comprar um alimento, determinando se
0 produto € atraente ou ndo, muitas vezes é a cor, seguido pelo aroma. Porém, essas
caracteristicas presentes nos alimentos sdo muito sensiveis, principalmente a ao calor, ao
oxigénio, luz e acidez (ANDRADE, 2016).

Segundo a resolucdo n°® 44 de 1997 da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes
para Alimentos, do Ministério da Salde, corantes sdo qualquer substancia ou mistura de
substancias que possuem a propriedade de conferir ou intensificar a coloracdo de alimentos.

Os corantes podem ser classificados como: organico natural, organico sintético,
artificial, organico sintético idéntico ao natural, inorganico e caramelo (CNNPA, 1977).

Por lei, no Brasil, € permitido o uso de doze corantes atualmente, tanto de origem
sintética como de origem natural. Porém, por apresentarem menores custos de producdo e
maior estabilidade, os corantes sintéticos sdo mais utilizados (ANASTACIO et al., 2016).
Além disso, esses corantes oferecem uma vasta gama de cores, proporcionando diversas
tonalidades do espectro visivel de cor (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002).
Segundo Bentes (2010), os corantes sintéticos podem ser agrupados em cinco classes
principais: azo, triarilmetano, quinolina, xanteno e indigoide. Desses, a classe dos
triarilmetanos, fornecem cores na faixa do verde ou azul.

No entanto, embora 0s corantes sintéticos possuam beneficios, estudos comprovam
o surgimento de alguns efeitos colaterais quando estes sdo ingeridos, além disso, outro
motivo de preocupacdo no uso de corantes artificiais € a quantidade de metais pesados
presente pois, em alguns casos, ultrapassam o limite permitido na legislacdo (LINDINO et
al., 2008).

Segundo Bechtold e Mussak (2009), os principais corantes naturais mais utilizados

estdo descritos na tabela abaixo.
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Tabela 2 — Corantes naturais mais utilizadas e suas principais caracteristicas.

Corantes Atribuicdes

Corantes hidrossolUveis a base de norbixina e lipossoluveis a
base de bixina, extraidos das sementes de Bixa orellena L.
Pigmento vegetal mais abundante encontrado na natureza, existe
em todas as plantas verdes e em muitas algas.

Extraido do extrato seco advindo do estdmago de fémeas do
Carmim de cochonilha inseto Coccus cactis, de cor vermelho-violeta, com o6tima
estabilidade ao calor, pH e oxidagdo.

Extraido da paprica doce, corante oleoresina, de cor vermelho-

Urucum

Clorofila

Paprica alaranjado, contendo principalmente capsorrubina e a
capsantina.
. Extraido de rizomas da Curcuma longa L. ou agafrdo brasileiro,
Curcumina

de cor amarelo-alaranjada.
Grande grupo de pigmentos hidrossollveis responsaveis pela
Antocianinas maioria das frutas vermelhas: batata roxa, acai, mangostao entre
outros.
Extraido principalmente da beterraba roxa, de coloracdo
Betalainas vermelho-vinho intensa, encontrado também na Pitaya
vermelha.
Extraido do fruto da Gardénia (Gardenia jasminoides) e do fruto
Azul de genipina verde de jenipapo (Genipa americana L.) de coloracdo azul
marinho.
Fonte: Bechtold e Mussak (2019)

Com o aumento da tendéncia mundial pelo consumo de alimentos naturais, e
também devido as propriedades funcionais, 0s corantes naturais vém ganhando mais
notoriedade e, embora apresentem algumas desvantagens, tém sido utilizados por anos e sem
indicios de danos a saude (CONSTANT, STRINGHETA e SANDI, 2002).

Renhe et al. (2009), relata que um dos grandes problemas na industria € encontrar
uma fonte natural de corante azul e, por esse motivo, faz-se tanto o uso de corantes artificiais.
Segundo Andrade (2016), aproximadamente 20% dos individuos sdo alérgicos ao corante
sintético azdico, muitas vezes sintetizado a partir do carvdo mineral, e alguns estudos
relacionam os corantes azo com quadro de doencas.

Os corantes sintéticos azul brilhante, azul patente V e o verde rapido FCF, fazem
parte da categoria dos trenilmetanos. Eles sdo muito utilizados em bebidas isotonicas,
gelatinas, balas, chicletes. Porém, esses corantes azuis sdo proibidos nos Estados Unidos
(BORBA, 2017).
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Tabela 3 — Corantes mais usados e sus possiveis riscos a satde

Corante

Aplicacdes

Reac0es adversas

Amarelo Crepusculo

Azul Brilhante

Vermelho Eritrosina

Indigotina

Amarelo Tartazina

Cereais, balas, caramelos,
coberturas, xaropes,

laticinios, gomas de mascar.

Laticinios, balas, cereais,
queijos, recheios, gelatinas,
licores, refrescos.

Pds para gelatinas,
Laticinios, refrescos,
geleias, etc.

Gomas de mascar, iogurtes,
balas, caramelos, bebidas,
etc.

Laticinios, licores,
fermentados, produtos de

cereais, frutas, iogurtes, etc.

A tinta azoiza causa alergia,
urticaria, angioedema e
gastricos.

Podem causar
hiperatividade em criancas
e eczema e asma.
Contém 57 mg de iodo por
grama de produto, pode
causar aumento de
hormonios tireoidiano no
sangue, em niveis para
causar hipertireoidismo.
Pode causar néuseas,
vomitos, hipertensao,
alergia e problemas
respiratorios.
Reac0es alérgicas em
pessoas sensiveis a aspirina
e asmaticos. Causa insdnia
em criancas e afeccédo da
flora gastrointestinal.

Fonte: Netto (2009)

Dessa forma, a obtencéo do corante azul de genipina pode ser uma alternativa viavel

para substituicdo dos sintéticos.

2.2.1 Extracdo do corante azul

O processo de secagem previamente a extracdo faz com que os compostos de
interesse fiqguem concentrados na matriz seca, agrega mais valor no mercado, ajuda na
conservacao e estabilizacdo de algumas propriedades. Além disso, o produto seco possui
atividade de agua reduzida,
(ANDRADE et al., 2017).

Conforme Penalber et al. (1996), o envoltério polposo e as sementes dos frutos

resultando numa menor proliferacdo microbioldgica

verdes do Jenipapo, segundo testes preliminares, manifestam uma fracdo maior de
intensidade de cor, logo era a melhor escolha para realizacdo do processo de extragao.
Segundo ensaios preliminares conduzidos por Nazaré et al. (1996) o extrato do

endocarpo do fruto verde, utilizando hidréxido de sédio como solvente a 0,1%, resulta em
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uma coloracado azul-anil, diferente da extracao realizada com frutos maduros, que apresentam
uma coloracdo amarelo cristalino.

Penalber et al. (1996) em seu estudo, no processo de extracdo do fruto verde utilizou
como solventes agua e etanol, separadamente, resultando em diferentes coloracfes. Sendo
que essa mudancga na coloracdo acelerava com temperaturas maiores a 80 °C, os extratos
apresentaram desde a coloracgdo azul intensa passando a negro gradativamente. Renhe et al.
(2009) também utilizou em seus ensaios de extracdo agua e solu¢do aquosa de etanol como
solvente no processo com pH previamente ajustado e na proporc¢éo de 1:2, uma parte de fruto
e duas de solvente. Com essas analises obtiveram as melhores condi¢Ges de extracdo que foi
com pH 4, temperatura 6tima para as solucdes de etanol de 75 °C e para a agua a melhor
extracao foi obtida a 55 °C.

Andrade et al. (2017) em seus experimentos, constatou que temperaturas muito altas
promovem um efeito indesejavel na concentracao do corante azul obtido da genipina devido
a sua instabilidade térmica que, por ser um corante natural, j& era esperada. Porém, Cho et al.
(2006), relata que o pigmento azul possui elevada estabilidade a variacdes de pH, temperatura
e intensidade luminosa quando comparado a outros corantes naturais. Paik et al. (2001), relata
que o pigmento azul ndo parece seguir uma cinética de primeira ordem.

O pigmento azul da genipina, que é uma mistura de polimeros de alto peso
molecular, é solivel em dgua e em soluc@es hidroalcoolicas, como etanol e metanol, aumento
a solubilidade com o aumento na concentracdo de dgua na solucdo, porém, é insoltvel em
solventes organicos (apolares) (TOUYAMA, et al., 1994).

Bentes (2010), realizou o processo de extracdo do corante azul do jenipapo em um
extrator sélido-encamisado, acoplado ao um banho termostatico de circulacdo e a um sistema
de resfriamento, utilizando também uma bomba de ar para oxigenar a solu¢do, uma vez que

a formacdao do pigmento azul € induzida por oxigénio.
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Tabela 4 — Métodos tradicionais e emergentes de extracdo da genipina

Métodos
tradicional

Caracteristicas

Referéncias

Soxhlet

Maceracéao

Hidrodestilacao

Requer uma pequena quantidade de

matéria-prima;

Baixo custo;

Maior quantidade de solvente;
Alta entrada de energia;

Muito tempo para extragcdo completa;

Uso de solventes toxicos;
Presenca de solvente
extrato.

Baixo custo;

Facil manuseio;

Maior quantidade de solventes;
Muito tempo para extragdo;
Uso de solventes toxicos.
Alta entrada de energia;
Baixo custo;

Facil manuseio;

Muito tempo para extracao;
Uso limitado para
termicamente instaveis;

Presenca de solvente residual
extrato;
Hidrolise  parcial de

sensiveis a gua.

residual

compostos

compostos

Azmir et al. (2013); Luque de
Castro e Priego-Capote(2010)

Duval et al. (2016)

Chemat, Vian, e Cravotto
(2012); Zhao e Zhang(2014)

Métodos
Emergentes
Grandes intervalos de temperatura
(313 — 473 K) presséo (3.5 a 35 MPa);
Maior difuséo e transferéncia de massa
Ex,tra_gao ent’re ° SOIUtQ ¢ §olvente; Gadkari e Balaraman (2015);
Liquido Método seletivo; . ) .
: . Osorio-Tobon e Meireles
Pressurizado  Requer uma pequena guantidade de (2013)
(PLE) solvente;

Extracéo fluido
supercritico
(SFE)

Tempo curto para extragao;
Facil manuseio;
Solvente verde.

Pressdes e temperaturas acima dos
pontos criticos de um composto ou

mistura;
Método seletivo;

Maior transferéncia de massa e difusdo

entre o soluto e solvente;
Tempo curto para extragdo;
Solvente verde.

Sharif et al. (2014); Zabot,
Moraes e Meireles (2014)
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Ferramenta ponderosa para acelerar
processos analiticos;

Aumento do rendimento de extracéo;
Combinacao de presséo, calor e

Extracéo A Gadkari e Balaraman (2015);
- turbuléncia para acelerar a ,
assistida o ) Chemat et al. (2017);
transferéncia de massa; )
por Temoo curto: Vardanega, Santos e Meireles
ultrassom P ’ (2014)

Alta reprodutibilidade;
Baixo consumo de solvente;
Simplicidade operacional;
Alta pureza do produto final.

Fonte: Neves e Meireles (2018)

2.2.2 Propriedades bioativas

Antioxidantes sdo compostos capazes de proteger o sistema bioldgico contra efeitos
maléficos de processos que podem provocar oxidacao excessiva. Esses, também podem atuar
como sinalizadores celulares, ativando enzimas que expulsam as espécies reativas de
oxigénios. O consumo desses compostos tem como objetivo proteger contra danos oxidativos
e complicac¢es inflamatérias (OMENA, 2012).

Os antioxidantes polifendlicos possuem propriedades relacionadas a diminuicéo da
incidéncia de certos canceres, prevencao de doencas cardiovasculares e prevengédo de danos
ao DNA (OMENA, 2012).

Nos vegetais, 0s principais antioxidantes sdo as vitaminas C e E, os carotenoides e
0s compostos fenolicos. Esses compostos estdo amplamente disseminados na natureza e
fazem parte da composi¢do da grande maioria das plantas. Possuem propriedades fisiol6gicas
como antialérgico, anti-inflamatdrios, antimicrobiano, antioxidante, antitrombaticos,
cardioprotetores e efeitos vasodilatadores (VEGGI, 2013).

O extrato obtido do jenipapo possui alguns efeitos farmacoldgicos, como atividade
contra danos oxidativo e inibicdo de tumores. Além disso, alguns autores chamam atencéo
para as propriedades biologicas da genipina, capaz de atuar como um antimicrobiano e agente
anti-inflamatorio, anticancer, antidiabético, além de possuir propriedades antioxidante
(NEVES e MEIRELES, 2018).

2.3 CONSIDERACOES
Em virtude da crescente demanda do mercado consumidor por aditivos naturais, e 0S

empecilhos colocado pelos 6rgdos nacionais de fiscalizagdo em relacdo a utilizagdo de
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corantes artificiais em alimentos, aumenta a importancia deste e de outros estudos que
buscam alternativas naturais.

O Brasil apresenta uma grande diversidade de fauna e flora, especialmente na area da
regido amazonica, a qual pode se tornar um potencial fornecedor de matéria-prima para
producdo de corantes, assegurando a biodiversidade da floresta.

O jenipapo, fruto encontrado com frequéncia na regido norte do Brasil, é uma
importante matéria-prima podendo ser utilizada para elaboracdo de sucos, doces, geléias,
licores e compotas. Além disso, surge como uma potencial fonte de corante azul natural para
aplicacdes diversificadas. Uma vez que, além de seu extrato liberar o pigmento, também
possui propriedades bioativas e potenciais propriedades medicinais.

Os compostos bioativos encontrados no extrato visam agregar valor ao produto entéo,
para uso em alimentos, especialmente, deve-se considerar o solvente a ser utilizado. Junto a
IS0, busca-se estudos para otimizacdo do processo de extracao.

Diante disso, o presente trabalho busca avaliar e otimizar o método de extracdo

assistida por ultrassom, propondo melhores condi¢des de processo.

24



3 MATERIAS E METODOS

3.1 MATERIAIS

Foram usados neste experimento frutos verde de Jenipapo. Os reagentes Folin-
Ciocalteu, carbonato de sodio (20%); TPTZ (2, 4, 6-Tri (2-piridil)-s-triazina); DPPH (2, 2-
difenil-2-picrilhidrazil) e Trolox padrdo (6-hidroxi-2, 5, 7, 8-acido tetrametilcromano-2-
carboxilico). DNS (3,5-dinitrosalicilico); solugdo de amido 0,5%; solug¢do enzimatica da o-
amilase preparada em tampdo fosfato; solucdo de lipase pancreatica PPL em tampé&o Tris-

HCI e p-nitrophenol-butyrate.

3.2 METODOS
3.2.1 Preparacdo da matéria-prima

O fruto utilizado foi colhido do jenipapeiro (Genipa americana L.), que se encontra
dentro das dependéncias da Universidade Federal de Santa Catarina — UFSC. Estes passaram
por uma lavagem e sanitizacdo (hipoclorito de sddio 200 ppm). Entdo, toda a casca foi
removida junto com o mesocarpo sobrando assim, o envoltério polposo contendo as
sementes. O envoltério contendo as sementes foi cortado objetivando aumentar a area de
contato das partes visto que, em seguida, estas por¢oes foram colocadas em uma estufa com
temperatura de 60 °C por 24h. Na sequéncia, o fruto seco foi processado em um moinho de
facas (Marconi, Modelo MA340, SP, Brasil) e o diametro das particulas foi padronizado entre
0,091 e 0,059 cm por peneiramento. Entdo, o fruto seco processado foi utilizado para o
experimento de extracdo e aplicacéo.

Figura 4 — Polpa e semente de jenipapo secas

Fonte: A autora.
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3.2.2 Extracéo assistida por ultrassom (EAU)

Primeiramente, 0,5 g da amostra foi acondicionada em uma célula encamisada para
controle da temperatura, a qual foi preenchida com o solvente, agua destilada. A mistura foi
sonicada por meio de uma sonda (Eco-Sonic, SP, BR) durante o periodo fixo de 10 min. Com
a finalidade de otimizar as condi¢Oes de extragdo (temperatura, amplitude e razéo
soluto:solvente), foi utilizado um planejamento fatorial Box-Behnken (Tabela 3). Foram
realizadas um total de quinze extracdes nas temperaturas de 30, 50 e 70 °C, com amplitude
de 165, 330 e 495 W e razdes soluto:solvente de 1:20, 1:30 e 1:40 g/mL.

Os extratos obtidos passaram por uma centrifuga (Quimis, Modelo Q222T, SP,
Brasil) por 10 minutos a 9030 xg, afim de separar todo o conteldo s6lido ainda presente na
amostra. Em seguida, o extrato liquido foi vertido em baldes de 50 mL, onde foi ajustado o

volume de todas as amostras.

Tabela 5 — Planejamento fatorial Box-Behnken combinando as variaveis dependentes:

temperatura (°C), amplitude (%) e razdo soluto:solvente (g/mL)

Amostra T (°C) Amplitude (%) Razéo
1 50 30 20
2 30 60 40
3 50 90 40
4 30 90 30
5 70 90 30
6 30 30 30
7 30 60 20
8 50 60 30
9 50 60 30

10 50 60 30
11 70 30 30
12 50 30 40
13 50 90 20
14 70 60 40
15 70 60 20

Fonte: A autora.

3.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO
Com o intuito de avaliar os parametros de extragdo e otimizar o processo de extracdo

do corante azul foi utilizado o0 modelo (BOX e BEHNKEN, 1960). Foram avaliados, em trés
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niveis, os efeitos das varidveis independentes do tempo (min), x1, temperatura de extrag&o,
x2, amplitude, x3 razédo soluto:solvente. Os quinze experimentos foram realizados de maneira
aleatdria, orientados para analisar o padréo de resposta e estabelecer modelos para extracéo
do corante azul em solucdo aquosa.

As condicGes de extracdo foram otimizadas por superficie de resposta (RSM) ligado
com andlise de regressao linear multipla por meio de uma equagdo polinomial de segunda
ordem (BRUNS, SCARMINO e BARROS NETO, 2006).

y=Po— 23: Bixi + 23: Biixii +§2: 23: Bijxij (1)

i=1 j=i+1
Onde, y ¢ a resposta predita, Bo, Pi, Pii € Pij S80 0s coeficientes de regressdo para
interceptar, linear, quadratico e interacdo entre os termos, respectivamente, € X; e Xj Sa0 as
variaveis independentes. A significancia estatistica das variaveis foi verificada pelo teste
ANOVA e 0 modelo foi reajustado para incluir apenas as variaveis significativas (p < 0,05).
As condicdes ideais foram determinadas pela funcdo de desejabilidade (DERRINGER e
SUICH, 1980). A validacdo externa do modelo proposto foi realizada pela repeticdo da

extracdo nas condicOes 6timas.

3.4 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS
3.4.1 Anélise de cor

Para a andlise da cor 300 pL da amostra extraida foram colocadas em uma microplaca
de 96 pocos, em seguida, fez-se uma leitura da absorbancia, na faixa de 400 a 700 nm, de
cada aliquota em uma multileitora (Tecan, Modelo Infinite M200, ZH, Suica).

Apo6s a leitura, os resultados obtidos foram analisados em um software
(colorbyspectra), onde ele compara os resultados em cada comprimento de onda com a escala
CIELAB, gerando os valores de h, L*, a*, b* e C* para cada amostra. Esse novo espaco de
cores tridimensional chamado de CIELAB é uma transformacdo ndo linear de valores de
tristimulo CIE XYZ e cada cor ¢ definida por suas coordenadas nos eixos L*, a* e b*. J& 0s
parametros C* e h sdo calculados a partir dos primeiros, e junto com L* esses dois parametros
sdo coordenadas cilindricas e nos fornecem atributos quantitativos e qualitativos da cor, o
croma (C*) fornece informacGes sobre a vivacidade de uma cor, enquanto o hue (h) nos
informa a tonalidade da cor (MAGARINO e SANJOSE, 2003; SANT’ANNA et al., 2013).
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3.4.2 Compostos fendlicos totais (CFT)

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais utilizou-se o reagente
Folin-Ciocalteu, seguindo a metodologia descrita por Singleton e Rossi (1965). Antes de
fazer a analise as amostras foram diluidas em agua destilada na propor¢édo 1:2. Em uma
microplaca transferiu-se 240 pL de agua destilada, 15 pL da amostra diluida e 15 pL do
reagente Folin-Ciocalteu. Apos trés minutos, adicionou-se 30 uL de carbonato de sodio
(20%). Apos duas horas realizou-se a leitura da absorbancia (765 nm) por espectrofotometria
em multileitora.

A leitura realizada foi comparada com a curva de calibrac¢do do acido gélico (TPC =
384,4 x absorbancia, R?> = 0,99) e os resultados foram expressos como miligramas de

equivalentes de &cido galico (EAG) por grama de amostra (mg EAG/Q).

3.4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante

Para determinar o potencial antioxidante do extrato contento o corante azul, foi usado
a metodologia proposta por Benzie e Strain (1996). Nesse método a determinacdo da
atividade antioxidante ocorre por meio da capacidade de reducédo no ferro. Primeiramente,
foi preparado o reagente FRAP. Entéo, foi adicionado 10 puL da amostra previamente diluida
(1:2, v/v) na microplaca e em seguida 290 pL do reagente FRAP. Foi deixado em repouso
por 30 minutos e, sem seguida, foi realizado a leitura da absorbancia (593 nm).

Os resultados obtidos foram calculados por meio da curva padrdo de TROLOX e

expressos em micromol equivalentes ao trolox (umol ET/L).

3.5 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIDIABETICO E ANTIOBESIDADE IN
VITRO

O extrato obtido em condicBes otimizadas foi avaliado quanto ao seu potencial

antidiabético e antiobesidade por meio de ensaios avaliando a capacidade de inibir a atividade

de enzimas digestivas como a a-amilase e lipase.

3.5.1.1 Inibi¢ido da a-amilase
Para este ensaio, foi utilizado a metodologia descrita por Ali et al. (2006), onde, em
um tubo de ensaio, foram misturados 40uL de amostra, 150 uL de agua, 400uL do substrato

(solucéo de amido 0,5%) e 200 pL da solugdo enzimética 0,5 mg/mL preparada em tampao

28



fosfato (pH 6,8). A mistura foi incubada & 25 °C por 15 min. Apos o periodo, a reacao foi
encerrada por meio da adicdo de 400uL de reagente DNS (3,5-dinitrosalicilico) seguido de
incubacdo a 90° C por 15 minutos. A % de inibicdo foi calculada de acordo com a Equacao
1.

% de inibicdo = [1 - (Z%’;)] .100
(2)

A = absorbancia do controle (com enzima e sem amostra)
B = absorbancia do branco do controle (sem enzima e sem amostra)
C = absorbancia da reacdo (com enzima e amostra)

D = absorbéancia do branco da reacdo (sem enzima e com amostra)

A partir da % de inibig&o calculada para o conjunto de dilui¢des seriadas do extrato
(4 a 20 mg/mL), a concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade enzimética (IC50)

foi estimada tendo seu resultado expresso em mg/mL.

3.5.1.2 Inibicdo da Lipase Pancreética

Utilizando a metodologia de Zhang et al. (2020), foi possivel fazer a andlise de
inibicdo da Lipase Pancreatica. Em microplacas, foi adicionado 50 uL de amostra e 50 uL
da solucdo de lipase pancreatica PPL (1mg/mL) em tampé&o Tris-HCI pH 8. Apds o periodo
de incubacdo a 37° C por 10 min., foi adicionado 50 pL do substrato p-nitrophenol-butyrate
(pNPB, 2mg/mL) As microplacas foram novamente incubadas & 37 °C por 20 minutos e a
liberacdo do p-nitrofenol pode ser calculada por meio da leitura da absorbancia a 405,

conforme a Equacéo 1.

3.5.2 Andlise estatistica
Os resultados obtidos foram expressos em média + desvio padrdo. Para o tratamento

dos dados utilizou-se a analise de variancia (ANOVA) e aplicado o teste de médias de Fisher.

3.6 CROMATOGRAFIA
O extrato obtido no ponto 6timo (se¢éo 3.3) foi filtrado em membranas de PTFE de 0,2

pm (Whatman, Merck, Alemanha) e 5 pL foram injetados no sistema UPLC (Waters Co.,
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Milford, MA, EUA). A anélise UPLC foi realizada com a coluna Acquity UPLC BEH (150
x 2,1 mm, 1,7 um; Waters) em um sistema Waters Acquity UPLC.

A temperatura da coluna foi fixada em 40 °C. O sistema de eluicdo de gradiente binario
consistiu em 0,1% de acido formico em agua (A) e 0,1% de acido férmico em acetonitrila
(B), com gradiente linear de 2 a 95% B (0-15min), com uma taxa de fluxo de 0,4 mL min.

O perfil dos compostos foi obtido em um espectrometro de massa Xevo Q-TOF
(Waters) com interface de ionizacdo por electrospray (ESI) operando no modo de ionizacao
negativa na faixa de 110-1980 Da com tempo de varredura de 0,1. O gas de dessolvatacao
foi o nitrogénio fixado em 350 °C com taxa de fluxo de 500 L.h"1. As tens@es capilar e cone
foram ajustadas para 2,6kV e 0,5V, respectivamente. A precisdo da massa e reprodutibilidade
foram mantidas pela infusdo de massa de bloqueio (leucina-encefalina, 0,2 ng pL — 1; [M-
H]™" em m/z 555,2771) e atribuicdes de formula molecular foram obtidas pelo software
MassLynx 4.1 (Waters Corporation). A identificacdo dos compostos organicos foi realizada

considerando os respectivos valores m/z, perfil de fragmentacéo e relatos da literatura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.1 Otimizagdo da extragdo

Os valores médios das variaveis respostas avaliadas (FRAP, CFT, b* e C*) quinze

experimentos foram realizados em diferentes condi¢cdes de temperatura, amplitude e razéo

soluto:solvente foram apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados dos quinze ensaios de extracdo quanto a concentracao de fendlicos

totais (CFT), antioxidante (FRAP) por grama de amostra em base seca e parametros de cor.

CFT

FRAP

Ensaio (mg AGE/q) (umol TE/g) Cielab b* Cielab C* Cor
1 18,779+ 1,18 17,88+ 1,63 -7,200+0,06 11,37°+ 0,07 |
2 15,71%% + 390 23,10¢+2,07 -5717+0,06 6,57 +0,09 INGNGN
3 22,109"+ 0,07 14,90?°+261 -5499+0,11 9,49¢+0,23 G
4 17,944+ 409 2549%9+205 -7,34¢+007 9,73+0,15 |IGGNNN
5 16,13¢F+249 21,179+0,70 -5,65'+0,10 10,33°+0,11 G
6 18,22°+195 31,10¢4+1,07 -7,49°+0,05 9,24¢+0,03 [ IING:
7 18,645 +322 21,44*4+0,92 -5707+0,08 9,68°+0,15 [|IGTNEN
8 20,60%+ 3,03 34,94%d + 398 -8,08+0,06 9,71°+0,11 | INGTIIN
9 23,94"+593 13,198+2,15 -6,03¢+0,12 7,06"+0,08 GN
10 21,979"+3,05 1521%¢+168 -4,341+0,04 651'+0,12 [EGNEGEN
11 20,37% + 2,06 21,98%+134 -537"+0,07 7,65°+0,09 [N
12 19,83¢F+ 2,99 20,17%4 + 0,51 -6,10°+0,62 8,56'+0,08 N
13 22,26+ 0,67 23,12%°+239 -379+002 505'+0,15 | GGG
14 21,4657 +224 2094 +192 -3771+0,04 535+0,14 R
15 23,38+ 150 2646®+446 -3,71+0,05 533 +0,11 G

Nota - mg AGE: miligramas de acido galico

equivalente, mg TE: miligramas de Trolox
equivalente, 2°: letras diferentes indicam diferenca significativa entre amostras na mesma
coluna, p < 0,05.

Fonte: A autora.

Avaliando os resultados obtidos na tabela 6, percebe-se que houve diferenca entre 0s

experimentos, ou seja, as variaveis avaliadas influenciaram no processo.

Compostos fendlicos totais (CFT)

Segundo Bentes (2014), os compostos fenolicos séo relativamente termoestaveis e ndo

possuem uma reducdo significativa de recuperacdo quando extraido a temperaturas altas,
como a 100 °C.

A concentracdo de CFT dos extratos variou significativamente (p<0,05) entre 15,71 e

23,94 mg EAG/g. Chaves et al. (2019), em suas anélises quimicas da polpa e semente de

jenipapo, obteve resultados de compostos fendlicos de 91,05 + 1,91 mg EAG/100g para polpa
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verde e de 166,80 + 2,00 EAG/100g para semente verde. Assim como Chaves, Pacheco et al.
(2014), encontrou valor de 176,30 mg EAG/100g. A diferenca de valores obtidas pode ser
resultado do tipo de solvente utilizado durante a extracdo, uma vez que o solvente utilizado
e 0 método de extracdo podem resultar em diferentes valores (CHAVES et al., 2019).

A andlise de regressdo multipla para a varidvel resposta CFT (Equacédo 1) apresentou
um modelo significativo (p<0,001) que explicou 91% da variacdo dos dados (R%;=0,87). A
variavel temperatura (x1) apresentou o maior efeito sobre a concentragdo de CFT nos
extratos, apresentando efeito quadratico positivo. Ou seja, 0 aumento da temperatura
favorece a recuperacao dos compostos fendélicos da matriz até um certo ponto e, a partir dai,
o rendimento diminui. O aumento da temperatura aumenta as propriedades de dessorgéo e
solubilidade do solvente e, a0 mesmo tempo, decresce a viscosidade, favorecendo a extracao
dos compostos. No entanto, 0 aumento da temperatura deve ser controlado uma vez que pode
causar a degradacdo dos compostos termolabeis. Além disso, 0 aumento da temperatura eleva
a pressdo de vapor do solvente e com isso, ha a hipdtese de que o gradiente de presséo de
dentro e fora das bolhas de cavitacdo geradas pela sonda ultrassonica é reduzido. Ou seja,
embora o numero de bolhas seja maior, elas implodem com menos intensidade, causando
menos danos a matriz (MORELES et al., 2020). Além da temperatura, a amplitude (x2) e
efeitos de interagdo (xi2.X2, X12.Xs & XoX3) apresentaram efeitos sobre o teor de TPC nos

extratos.

CFT = 22,7486 + 3,48 x2 — 0,18 x, + 4,5846 x2 - x, + 2,00 x2 - x5 + 1,3670 x; - x5

(3)

Potencial antioxidante (FRAP)

Chaves et. al. (2019) encontrou, em seus experimentos, valores de atividade
antioxidante de 20,80 = 1,79 % para a polpa verde e, para semente verde 53,76 + 1,56 %.
Assim como ele, Ribeiro et. al. (2016), encontrou valores de 58 a 65%, sendo que nesse, ndo
houve separacdo da polpa e da semente. Sendo que esses utilizaram o método da reducédo do
radical livre 1,1 difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), para o célculo do potencial antioxidante.

Neves et al., (2017) realizou a extracdo do corante azul por liquido pressurizado
empregando etanol como solvente, utilizando o endocarpo e as sementes, obteve valores para
FRAP em duas temperaturas diferentes de extracédo (50 e 80 °C), os resultados encontrados

estdo na faixade 2,5+ 0,2 a 4,6 £ 0,3 (umol TE/gRM) para a menor temperaturae 4,9 + 0,4
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a 5,2 £ 0,3 (umol TE/gRM), para a maior temperatura. E, utilizando apenas o endocarpo,
Neves et. al., (2017), obteve valores mais proximos ao encontrado neste trabalho. Para as
temperaturas de 50 e 80 °C, encontraram valores entre 11,4 +0,4a146+1e 116 £05a
26,5 + 1, respectivamente.
A anélise de regressdo multipla para a variavel resposta FRAP (Equacéo 3) apresentou
um modelo significante (p<0,01) que explicou 92% da variagio dos dados (R%;=0,89). A
variavel temperatura (x1) apresentou o maior efeito sobre a concentracdo de FRAP nos
extratos, apresentando efeito quadratico positivo. Assim como nos compostos fendlicos
totais, 0 aumento da temperatura favorece a recuperagdo dos compostos antioxidantes da
matriz até um certo ponto. Portanto, dependendo da forma como o composto esta presente
na matriz e como atua, 0 aquecimento, pode resultar em um aumento da atividade
antioxidante (FARIA, 2019).
Para andlise do potencial antioxidante, a interagdo entre os parametros ndo teve

efeito sob os resultados (Equagédo 4).

FRAP = 23.46 + 4,90 x; + 3,36 x? — 6,16x, + 2,23 x5

(4)

Avaliacéo da cor obtida

Os parametros de cor mais significativos neste trabalho foram o b* e o C*. Chaves et
al. (2019) obtiveram resultados de b* de 11,34 + 1,12 para a polpa verde e, para a semente
verde de 0,18 + 0,18. Para o parametro C*, eles encontraram 11,35 + 1,12 para polpa verde
e, para a semente verde 0,26 + 0,18. Neves (2017) atingiu 0s seguintes valores, para b* a 80
°C foi de -0,3 £ 0,07, para C* 0,58 + 0,08.

A diferenca de resultados pode ser devido ao processo de extragdo utilizando, assim
como o solvente e, também, por conta de que, neste trabalho, utilizou-se a poupa e a semente
juntas.

O parametro C* define a intensidade da cor, valores proximos de zero indicam cores
neutras (branco e/ou cinza) (MCGUIRE, 1992). Logo, neste trabalho, percebe-se que a cor
se aproxima mais do zero, sendo assim, a coloracdo obtida esta mais proxima de um tom
acinzentado. O valor negativo presente no parametro b* nos indica que esta préximo da cor

azul.
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Cielab b* = —3,761,05 x; — 1,97 x? — 0,71 x% + 0.99 x3 — 0.83 x; * x, — 0.96 x; * x2

(5)

Cielab C* = 5,24 — 0,70 x; + 3,16 x + 0,87 x2 + 1,32 x5 + 1,25 x;x,

(6)

E possivel notar que, a temperatura teve um efeito positivo na extragio, sendo assim,
quanto maior era a temperatura, maior foi a extracdo, impactando nos valores de CFT, FRAP
e b*. Esse efeito pode ser explicado pois, 0 aumento da temperatura do solvente eleva a
capacidade de solubilizacdo devido a diminuicdo da viscosidade e da tensao superficial. O
mesmo é observado para a poténcia, que esta diretamente relacionada a temperatura, ou seja,
0 aumento da amplitude, resulta também no aumento da temperatura. No entanto, quando
chega num ponto limite, o rendimento decai (CHAN et al., 2011; ROUTRAY e ORSAT,
2012). Lee et al. (2003), observou que o aumento da temperatura aumenta o rendimento de
extracdo do corante, destacando que a maior temperatura, por ele testada (90 °C), apresentou
maior rendimento. Em contrapartida, Cho et al. (2006), concluiram que, a temperatura mais
adequada para a extracao na faixa testada, entre 25 e 75 °C, era a de 55 °C.

Validacao externa

A partir dos modelos propostos foi realizado a otimizagédo multi-resposta com CFT,
FRAP, b* e C*, e 0 ponto 6timo foi obtido por meio da fungdo “desejabilidade”. Portanto, o
ponto 6timo para CFT, FRAP, b* e C* por EAU foi a Temperatura +1 (70° C), Amplitude +
1,666 (65%) e Razdo +1 (1:40 m/v).

Por fim, uma validacao externa foi realizada (tabela 7), repetindo o experimento com
os valores do ponto 6timo. Os valores observados no experimento estdo condizentes com 0s
valores preditos, em um nivel de 90% de confianga. Portanto, os modelos matematicos

propostos foram capazes de descrever corretamente 0 processo de extracao.
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Tabela 7 — Valores preditos e observados para as varidveis respostas (FRAP, CFT, b* e C*)
para validacao externa com intervalo de 90% de confianca.

Valores
Variaveis resposta Predito - 90% de +90% de Observado
confianca confianca
FRAP (umolTE/qg) 36,95 30,49 43,11 40,67 + 3,36
CFT (mgGAE/qg) 20,17 15,55 24,80 25,32 +1,04
Cielab b* -8,23 -8,96 -7,49 -7,56 £ 0,13
Cilab C* 7,54 9,64 11,71 8,77+£0,14

Fonte: A autora.

4.1.2 Potencial antidiabético e antiobesidade
4.1.3 Inibigdo da a-amilase

Uma abordagem terapéutica para o tratamento de diabetes é diminuir a hiperglicemia
pos-prandial. Isso é feito retardando a absorcdo de glicose por meio da inibicdo de enzimas
hidrolizantes de carboidratos no trato digestivo (ALI, HOUGHTON e SOUMYNATH,
2006).

O resultado presente na tabela 8 nos mostra 50% da inibig&o na concentragéo de 9,10
mg/mL. Justino et. al., (2020) fez anélises de inibi¢do da a-amilase no extrato da polpa da
fruta de Eugenia dysenterica e nenhum extrato foi capaz de inibir > 40% da atividade a 10
mg/mL. A acarbose, que é utilizado como padrdo por ser um composto utilizado no
medicamento, inibiu a enzima a 10 mg/mL.

Ou seja, 0 valor encontrado nos experimentos realizados neste trabalho de inibicdo
da a-amilase, esta similar ao valor padréo inibido pela acarbose, mostrando-se uma potencial

alternativa natural para o tratamento dessa doenga.

Tabela 8 — Concentracdo do extrato obtido em condigdes otimizadas capazes de

inibir 50% da atividade (IC50) das enzimas digestivas a-amilase e lipase.

IC 50
Média DP
a-amilase 9,106 0,165
(mg/ml)
Lipase 128,900 6.6133
(Mg/ml)

Fonte: A autora.



4.1.4 Inibigdo da Lipase pancreéatica
Uma abordagem para tratamentos de reducéo de peso € inibir a digestéo e a absor¢édo
de triglicerideos, inibindo a lipase pancreatica. A existéncia de flavondides nas plantas que
realizam inibicdo podem ser responsaveis por essa inibicdo (SOUZA et. al., 2012).
Chamnansilpa et al., (2020), avaliou a inibi¢do da lipase pancreatica em extratos de
antocianina, o qual ¢ um pigmento natural também extraido de plantas. Os valores
encontrados por eles em sua pesquisa, variam entre 90,6 + 0,4 e 181,7 £ 0,8 (ug/mL). Embora
ndo seja a mesma fonte, os valores neste trabalho para inibicéo da lipase pancreética (tabela
8) é similar aos encontrados por Chamnasilpa et. al., (2020), sendo, também, uma potencial

alternativa para o tratamento da obesidade.

4.1.5 Compostos obtidos pela cromatografia

Quatorze compostos foram separados do extrato por UPLC-QTOF-MS/MS, que séo
identificados por sua massa exata e pelo padrdo de fragmentacdo. Entre eles, o &cido
galacturdnico no pico 1 - um acgucar acido proveniente da oxidacdo de galactose, que € o
principal componente da pectina (GERSCHENSON, 2017)

O pico 2 apresentou taxa de massa para carga (m/z) valor de 389,1074 para a molécula
desprotonada ([M — H]") (C1sH210117). No espectro MS/MS, esse pico produziu fragmentos
de ions em m/z 227,0583 (C10H110¢"), correspondente a uma perda de molécula de glicose, e
em m/z 209,0539 (C10H9Os"), por perdas de uma glicose + moléculas de agua. Além disso,
os fragmentos de ions em m/z 183,0660 (C9H1104") e 165,0534 (C9H9O3") provavelmente
correspondem a perda de CO> (44 Da) de ions m/z 227,0583 e 209,0539, respectivamente.
De acordo com esses ions caracteristicos, o pico 2 corresponde ao acido
deacetylasperulosidic, que € um iridoide identificado em outras plantas pertencentes a familia
Rubiaceae (FU et al., 2014; ZHOU et al., 2010).

Ambos os picos 3 e 6 apresentaram o [M — H] ion em m/z 373.1135 (C16H210107), no
entanto, diferem nos tamanhos dos fragmentos de ion. No pico 3, o fragmento principal é
um ion m/z 193,0535 enquanto o pico 6, em 211,0590. Quando um grupo OH esta em C-8
ou o carbono diretamente ligado ao C-8, a perda de oxigénio é dificil durante a fragmentacéo,
resultando em uma perda neutra de 162 Da, que ocorreu no pico 6. Na auséncia desse grupo
em C-8, geralmente, a perda é de 180 Da. Com base na estrutura molecular desses iridoides

e tamanho de ion, os picos 3 e 4 correspondem a compostos ja identificados em jenipapo,
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Gardosideo e Acido geniposidico, respectivamente (BENTES; MERCADANTE, 2014 e FU
et. al., 2017).

O pico 5 mostrou [M — H]" ionem m//z 391.1240 e trés ions de fragmento com as
mesmas caracteristicas apresentadas no iridoide identificado em fruto de jenipapo por Bentes
e Mercadante (2014). Esses consideraram a perda de hexose (162 Da) em ion m/z 229,0705,
CO- (44 Da) em 185.0826 e agua (18 Da) em 167.0675. O pico 9, com [M —H]" iona m/z
449.1301, foi identificado provisoriamente como Gardenoside, de acordo com Fu et. al.,
(2014). Gardenoside € um iridoide relatado anteriormente relatado em fruto jenipapo
(BENTES; MERCADANTE, 2014 e NUMA et. al., 2020). O pico 12, com [M — H] ion a
m/z 549.1819, forma molecular C23H33015- e fragmentos de ions em m/z 225.0751 e
207.0679 correspondem a Genipin Gentiobioside (FU et. al., 2014). Esse iridoide ja foi
relatado na fruta jenipapo e também é um dos contetudos importantes da atividade anti-cancer
presente na Gardénia jasminoides, outra plantada familia Rubiaceae (BENTES;
MERCADANTE, 2014 e CHEN et. al., 2017). Geniposide, o principal iridoide detectado na
fruta do jenipapo verde, foi identificado no pico 14, que apresentou [M — H] ion em m/z
387.1293 (C17H23010") (BENTES; MERCADANTE, 2014).

Os picos 4 e 8 foram identificados provisoriamente como iridoides ja relatados nas
folhas de Jenipapo. O pico 4 apresentado [M —H] iona m/z 375.1291 (C16H12010) € um
jon fragmento em m/z 273.1150 correspondente ao composto conhecido como
Asytonasioside D. Considerando que no pico 8 0 [M —H] iona m/z 375.1291 (C16H12010"
) e fragmentos ions em m/z 213.0696, 169.0448 e 125,0547 eram compativeis com acido
loganico (SILVA et. al., 2018).

Em ordem, o pico 11 foi identificado provisoriamente como Ixoroside, um iridoide
ainda ndo relatado no extrato de Jenipapo. Este composto apresentou [M — H]" ion a m/z
405.1415 e um ion fragmentado em m/z 197,0798 devido a uma perda de molécula de glicose
(FU et. al., 2014). Além disso, foi identificado um composto desconhecido com [M — H] ion
em m/z 433.1337 (C1gH25012).
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5 CONCLUSAO

Através dos experimentos realizados, pode-se perceber a eficacia na extracdo do
corante azul presente no jenipapo. Foi possivel otimizar as condi¢des de extracdo do método
de extragéo assistida por ultrassom de forma que a obtengéo da coloragéo azul, o potencial
antioxidante e os compostos fendlicos fossem maximizados. Além disso, foi possivel
verificar que, além da obtencdo de um corante natural, o extrato obtido possui conteudo de
compostos fendlicos, potencial antioxidante, compostos com atividade anticancer e potencial
atividade anti-diabetes.

Por fim, o corante obtido, utilizando agua como solvente, além de ndo gerar
residuos, pode ser aplicado em diversos segmentos, inclusive na alimentacdo. Deixando
como sugestdo para proximos trabalhos, explorar a aplicacdo desse corante extraido do

jenipapo e avaliar a sua estabilidade.
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