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RESUMO

Corantes artificiais sdo muito utilizados na industria de alimentos devido & sua alta
estabilidade frente a temperatura, oxigénio e luz. Entretanto, alguns estudos relacionam seu
uso ao desenvolvimento de alergias e doencas, como o transtorno de déficit de atencdo e
hiperatividade. Uma alternativa ao uso destes corantes € o uso de pigmentos naturais, porém
sua estabilidade € o que atualmente impede seu uso extensivo em produtos alimenticios. Com
0 objetivo de tornar 0 uso de pigmentos naturais mais viavel, este estudo tem como objetivo
desenvolver e caracterizar biohibridos (BH) a base de antocianinas (ACNs) do fruto do
jambol&o (Syzygium cumini) e uma nanoargila (laponita, Lap) visando aumentar a estabilidade
deste pigmento natural. As ACNs do fruto do jamboldo foram extraidas utilizando uma
solucdo de &gua acidificada (100:1 v/v, H20:HCI) com pH 1 a 35 °C sob agitacdo de 100
RPM com auxilio de um shaker por 80 min na auséncia de luz. As ACNs foram recuperadas
do extrato com o auxilio de Lap como adsorvente, com ensaios de adsorcédo entre 5 e 40 °C.
Os resultados mostraram que ndo houve efeito significativo (p > 0,05) da temperatura no
processo de adsorcdo das ACNSs. Sendo assim, a temperatura de 20 °C foi escolhida como
ideal para o processo por minimizar gastos energéticos com aquecimento ou resfriamento.
Realizou-se testes de cinética de adsorcdo (0,57 g de Lap por mg de ACNSs) e isoterma de
adsorcédo (0,082 e 0,595 g de Lap por mg de ACNs) a 20 °C com 250 RPM de agitacdo na
auséncia de luz. Os modelos cinéticos de pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem foram
ajustados aos dados cinéticos experimentais, sendo o modelo de pseudo-primeira ordem o que
se melhor ajustou. Além disso, 0 processo de adsorcdo foi completo rapidamente dentro de 5
minutos, recuperando 93,15 *+ 2,55 % do pigmento. Ademais, quatro modelos isotermas de
adsorcdo foram ajustados aos dados experimentais das isotermas: Langmuir, Freundlich,
Dubinin-Radushkevich e Temkin. Baseado no R2, os modelos de Langmuir e Freundlich
melhor representaram a adsorcdo de ACNs de jamboldo em Lap, com o ultimo possuindo um
R2 superior. Portanto, o processo foi classificado como adsorcdo fisica em sitios heterogéneos
onde as ACNs foram estabilizados por meio de forgas de van der Waals, forcas n - © ¢
ligacGes de hidrogénio na superficie da Lap. Apds a adsorcdo, o p6 de BH foi separado do
extrato de ACNs por decantacdo e remocao do sobrenadante e seco a 35 °C por 48 h. ApGs
seco, 0 BH apresentou estrutura amorfa, em contraste a estrutura cristalina de Lap, e cor
vermelha, sugerindo a presenca de ACNs em sua estrutura. Quando exposto a diferentes pHs
na faixa de 1 a 13, o BH apresentou estabilidade colorifica até pH 7, com ACNSs
permanecendo na forma de cétion flavilium com coloracdo avermelhada. Entre pH 8 a 12, as
ACNSs sofreram alteracdo estrutural para base quinoidal, adquirindo coloracdo azulada e por
fim adquirindo coloracdo amarelada quando exposto a pH 13 devido a outra alteragédo
estrutural para chalcona. Os testes de dessor¢do mostraram que ndo ha dessor¢do em agua
acidificada, sendo necessario o0 uso de etanol acidificado (70:30:1 v/v/v, etanol:H.O:HCI) para
realizar a dessorcdo. Foi possivel dessorver cerca de 47,88 + 5,41 % do total de pigmento
adsorvido. Além disso, o0 BH obtido apresentou propriedades antioxidantes, neutralizando 70
% dos radicais DPPH durante teste, e ndo apresentou mudangas em sua coloragdo quando
exposto a luz visivel durante 14 dias. O BH é um composto que poderia ser empregado tanto
na inddstria alimenticia quanto na industria de cosméticos devido a sua estabilidade e
capacidade antioxidante.

Palavras-chave: Corantes alimentares. Pigmentos naturais. Materiais inteligentes.

Recuperacédo de pigmentos. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Artificial dyes are widely used in the food industry due to their high stability against
temperature, oxygen and light. However, some studies relate its use to the development of
allergies and diseases, such as attention deficit hyperactivity disorder. An alternative to the
use of these dyes is the use of natural pigments, however their stability is what currently
prevents their extensive use in food products. In order to make the use of natural pigments
more viable, this study aims to develop and characterize biohybrids (BH) based on
anthocyanins (ACNs) from the fruit of the jambolan (Syzygium cumini) and a nano clay
(laponite, Lap) aiming to increase the stability of this natural pigment. The ACNs of the
jambolan fruit were extracted using a solution of acidified water (100:1, H2O:HCI) with pH 1
at 35 °C under agitation of 100 RPM with the aid of a shaker. For 80 min The ACNs were
recovered from the extract with the aid of Lap as an adsorbent, with adsorption tests between
5 and 40 °C. The results showed that there was no significant effect (p> 0.05) of the
temperature on the ACN adsorption process. Thus, the temperature of 20 ° C was chosen as
ideal for the process as it minimizes energy costs with heating or cooling. Adsorption kinetics
tests (0.57 g Lap per mg ACNSs) and adsorption isotherm (0.082 and 0.595 g Lap per mg
ACNs) were performed at 20 °C with 250 RPM of agitation in the absence of light. The
pseudo-first and pseudo-second order kinetic models were adjusted to experimental kinetic
data, with the pseudo-first order model being the best fit. In addition, the adsorption process
was completed quickly within 5 minutes recovering 93.15 + 2.55 % of the pigment.
Additionally, four isothermal adsorption models were adjusted to the experimental data of the
isotherms: Langmuir, Freundlich, Dubinin-Radushkevich and Temkin. Based on the R?, the
Langmuir and Freundlich models best represented the adsorption of jambolan ACNs in Lap,
with the latter having a higher R2. Therefore, the process was classified as physical adsorption
in heterogeneous sites where ACNs were stabilized by means of van der Waals forces, @ -
forces and hydrogen bonds on the Lap's surface. After adsorption, the BH powder was
separated from the ACNSs extract by decantation and removal of the supernatant and dried at
35 °C for 48 h. Lap adsorbed. After drying, the BH showed an amorphous structure, in
contrast to the crystalline structure of Lap, and a red color, suggesting the presence of ACNs
in its structure. When exposed to different pHs in the range from 1 to 13, BH showed color
stability up to pH 7, with ACNs remaining in the form of a flavilium cation with a reddish
color. Between pH 8 to 12, the ACNs underwent a structural change to a quinoid base,
acquiring a bluish color and finally acquiring a yellow color when exposed to pH 13 due to
another structural change to chalcone. Desorption tests showed that there is no dessorption in
acidified water, requiring the use of acidified ethanol (70:30:1, v/v/v ethanol:H.O:HCI) to
perform the desorption. It was possible to desorb about 47.88 + 5.41% of the total pigment
adsorbed. In addition, the BH obtained showed antioxidant properties, neutralizing 70 % of
DPPH radicals during testing, and did not show changes in color when exposed to visible
light for 14 days. The BH could be used in the food and cosmetic industry due to its high
stability and antioxidant capacity.

Keywords: Food colorants. Natural pigments. Intelligent materials. Pigment recovery.

Nanoparticles
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1 INTRODUCAO

Os pigmentos sintéticos sdo largamente utilizados para atribuir cores em produtos
alimenticios, sendo mais estaveis e baratos comparados aos pigmentos naturais. Entretanto, ha
um aumento da busca por produtos mais naturais e causem menos impacto ao meio ambiente
pelos consumidores. Estudos recentes também atribuem o uso de pigmentos artificiais ao
desenvolvimento de alergias e transtornos psicolégicos, como o transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015;
FEKETEA; TSABOURI, 2017). Nesse contexto, pigmentos naturais, como antocianinas
(ACNSs), carotenoides e clorofilas podem ser utilizados em substituicdo aos sintéticos
(MORTENSEN, 2006; SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017).

As ACNSs, particularmente, sdo pigmentos ndo toxicos responsaveis pelas cores
vermelha, azul e roxa em frutas e vegetais. Frutas convencionais e ndo convencionais como a
acerola (Malpighia emarginata), amora (Rubus frusticosus sp), mirtilo (Vaccinium corybosum
L.), beringela (Solanum melongena) e jamboldo (Syzygium cumini) possuem alto teor de ACN
(CABRITA; FOSSEN; ANDERSEN, 2000; CONDURACHE et al., 2019; DO CARMO
BRITO et al., 2017; ELISIA et al., 2007; MONICA GIUSTI; WROLSTAD, 2005; ROSSI et
al., 2003; SIPAHLI; MOHANLALL; MELLEM, 2017; SOUSA DE BRITO et al., 2007,
TORSKANGERPOLL; ANDERSEN, 2005). Em diferentes valores de pH, ACNs sofrem
alteracdes em suas moléculas e alteram suas coloracdes, comecando no vermelho e passando
por roxo, azul, verde e finalmente amarelo com o aumento do pH. Esta capacidade de
mudanga de cor gerou um grande interesse por esse grupo de pigmentos para aplicacdes na
indUstria alimenticia e mais recentemente na inddstria de embalagens (ANDRETTA et al.,
2019; CAPELLO et al., 2019; JAMPANI; NAIK; RAGHAVARAO, 2014; KOHNO et al.,
2009, 2011; MERZ et al., 2020).

O jambolédo (Syzygium cumini) é uma fruta da familia das Myrtaceae, originalmente
da Asia tropical, conhecida pelo seu forte gosto adstringente e coloracdo roxa (FARIA;
MARQUES; MERCADANTE, 2011). E considerada uma fruta ndo convencional sem valor
econbmico, possuindo aproximadamente 3 cm de comprimento e 0,5 cm de didmetro, e vem
sendo recentemente estudada devido a sua alta concentracdo de ACNs e aplicacOes
promissoras nos ramos alimenticios e médico (KOHNO et al., 2011; MUSSI et al., 2015).
Nesse contexto, alguns estudos exploraram a extracdo de ACNs do jamboldo, visando

determinar condicOes ideais de extragdo, como o solvente a ser utilizado e a temperatura
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durante o processo (DO CARMO BRITO et al., 2017; GHOSH et al., 2018; MARAN et al.,
2015).

Alguns estudos mostram que a adsor¢do pode ser empregada como uma alternativa
para a recuperacdo de pigmentos em solugdes aquosas. Alguns exemplos incluem o uso de
Florisil para a remocéo de azul de metileno de solucdes aquosas (FERRERO, 2010), RUB-18
para adsorcdo de Reactive Black 5 de efluentes aquosos de corantes téxteis (ROYER et al.,
2010) e carvao ativado para adsorcdo de Rodamina B (MANEERUNG et al., 2016). Para
ACN, o uso de nano argilas, como a montmorilonita, saponita sintética e laponita (Lap), foi
investigado (CAPELLO et al.,, 2019; KOHNO et al., 2009; OGAWA et al.,, 2017).
Evidenciou-se que o uso de nano argilas pode proteger pigmentos naturais frente ao oxigénio
e a temperatura, aumentando sua estabilidade (KOHNO et al., 2011, 2014; RIBEIRO et al.,
2018; TAGUCHI et al., 2018).

A Lap (Sig[Mgs.sLio.aH40024]°7 Nao7*) é um silicato sintético em formato de disco
com aproximadamente 25 nm de didmetro e 1 nm de espessura, composto por folhas
octaédricas entre duas folhas tetraédricas. Cada disco possui uma carga total negativa, a qual é
estabilizada por cations de sodio (AU et al., 2015; VALENCIA et al., 2018). A adsorc¢do de
ACN em Lap foi recentemente estudada. Sabe-se que o processo é completado em poucos
minutos e possui uma alta taxa de dessorcéo e maior rendimento em meios &cidos. Entretanto,
nenhum estudo avaliou o efeito da temperatura no processo de adsorcdo de ACNs em Lap
nem a foto estabilidade e as propriedades funcionais do biohibrido (BH, ACN/Lap) formado

NO Processo.
2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia da temperatura no processo de adsor¢do de antocianinas de
jamboldo em laponita, assim como verificar a foto estabilidade do composto formado ap6s
adsorcéo e suas propriedades antioxidantes.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Extrair antocianinas da casca e polpa de jambolao utilizando agua acidificada;
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Estudar a adsorcdo e dessorcdo de antocianinas do jamboldo na laponita em
diferentes temperaturas;

Analisar a estabilidade das antocianinas adsorvidas frente ao pH e a luz;

Analisar a morfologia e estrutura quimica do biohibrido gerado a partir da adsorc¢éo;

Avaliar a capacidade antioxidante do pigmento adsorvido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PIGMENTOS

A cor dos alimentos tem um papel crucial na escolha pelo consumidor, sendo
normalmente ligada a qualidade e sabor do produto. Algumas frutas, por exemplo, tém cores
bem definidas pelo consumidor e normalmente aquelas que fogem do padréo estabelecido séo
rejeitadas. Em alguns casos, a cor € intrinsecamente ligada ao sabor do produto, como a
coloracdo résea em alimentos com sabor de morango. Em casos de alimentos com variagdo de
cor devido a fatores externos, podendo eles serem oxigénio, luz, nutrientes na colheita e danos
mecanicos, 0 emprego de pigmentos, sendo naturais ou artificiais, se faz importante para
restaurar ou aumentar a intensidade das cores do produto, renovando o padrédo esperado pelo
consumidor e mantendo a qualidade (DAMANT, 2011).

3.1.1 Pigmentos Artificiais

Os pigmentos artificiais sdo utilizados por serem mais estaveis e sollveis que os de
origem natural, os substituindo parcialmente ou totalmente em formulagfes alimenticias
(SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017). Normalmente sdo constituidos por anéis aromaticos
e grupos azo (-N=N-) que podem ser tOxicos para 0S humanos, caso Seu consumo seja
elevado. Alguns estudos também sugerem que seu consumo possa levar ao desenvolvimento
de alguns problemas de salude, como transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade em
criancas, problemas imunoldgicos e reacdes alérgicas. Os pigmentos sintéticos mais utilizados
sdo vermelho allura, azul brilhante, tartrazina, e amarelo crepusculo (AMCHOVA;
KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015; DAMANT, 2011; FEKETEA; TSABOURI,
2017; SHEN et al., 2014).

3.1.1.1 Azocorantes

Os azocorantes sdo corantes sintéticos mais utilizados, caracterizados pela presenca
de um até trés grupos azo (-N=N-), responsaveis pela associacdo de um ou mais anéis
aromaticos, formando o sistema cromodforo, responsavel pela cor do material e

consequentemente do alimento. Este grupo de corantes € sintetizado reagindo aminas
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primarias aromaticas diazotadas com aminas aromaticas, grupo hidroxila ou cetona capaz de
enolizacdo, em uma reacdo de substituicdo aromatica eletrofilica. Dos pigmentos mais
utilizados atualmente, Vermelho Allura, Tartazina e Amarelo Crepusculo sdo azocorantes
(DAMANT, 2011).

3.1.1.1.1 Vermelho Allura

O vermelho allura é um azocorante com somente um grupo azo e presente em
formulacdes de refrigerantes, gelatinas, pudins, derivados de leite e condimentos. Seu uso néo
¢ recomendado para criancas na Europa e banido em vérios paises do continente
(POURREZA; RASTEGARZADEH; LARKI, 2011). E considerado seguro em niveis de
ingestdo diaria de até 7 mg/kg de massa corpdrea, entretanto a ingestdo diaria da maioria da
populagéo nédo ultrapassa 1 mg/kg (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015).

Um estudo em ratos observou um aumento da migracdo de DNA nuclear em diversos
Orgdos. Todavia, segundo os pesquisadores, a provavel causa deste fendmeno nao é devido a
alguma citotoxicidade do pigmento. Este pigmento pode causar reacdes alérgicas quando
consumido em conjunto com outros pigmentos sintéticos (AMCHOVA; KOTOLOVA,;
RUDA-KUCEROVA, 2015). Segundo Feketea e Tsabouri (2017), ndo h& registro de
desenvolvimento de alergias em criancas pelo consumo deste corante e a reagdo a ele em

adultos é incomum.

3.1.1.1.2 Tartrazina

A tartrazina € um azocorante também com somente um grupo azo e é normalmente
utilizado em refrigerantes, bebidas esportivas, chips, molhos, sorvetes, geléias e gomas de
mascar. Atualmente, a dose maxima diaria recomendada é de 7,5 mg/kg de massa corporea.
Este corante pode sofrer reagcbes metabdlicas no intestino de animais pela flora intestinal,
resultando em metabdlicos que podem vir a formar espécies reativas de oxigénio que afetam o
figado e rins. (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015; KHAYYAT et al.,
2017).

Um estudo conduzido por Amin et al (2010) investigou o efeito do consumo de
tartrazina por ratos em doses de 15 e 500 mg/kg de massa corpérea e concluiu que mesmo o

consumo da dose de 15 mg/kg, considerada baixa pelos autores afetou a bioquimica de 6rgaos
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vitais, como rins e figado. Outro estudo administrando doses de 7.5 mg/kg também em ratos
mostrou que, mesmo com um consumo igual ao maximo recomendado atualmente, houve
aumento nos niveis de compostos excretados pelo figado e rins, como ureia, acido Urico e
creatinina. Ademais o consumo do corante foi associado a uma severa alteracdo celular e
histopatoldgica dos rins e figado, assim como dano ao DNA de leucdcitos (KHAYYAT et al.,
2017). Outras pesquisas sugerem uma ligacao entre o consumo de tartrazina e o agravamento
de asma (FEKETEA; TSABOURI, 2017).

3.1.1.1.3 Amarelo Crepusculo

O Amarelo crepusculo, assim como 0s outros corantes artificiais comentados
anteriormente, € um azocorante com somente um grupo azo em sua molécula, normalmente
utilizado em formulacdes de doces, sorvetes, bebidas e suplementos alimentares, possuindo
uma dose maxima diéria recomendada de 1,0 mg/kg de massa corp6rea, sendo que a maior
parte da populacdo ndo excede este limite normalmente (AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-
KUCEROVA, 2015; YADAV et al., 2013).

Estudos realizados in vitro por Yadav et al. (2013) e Kus e Eroglu (2015) concluiram
que o pigmento induz imunossupressdo e pode ter citotoxicidade e genotoxicidade.
Adicionalmente, o ndo consumo deste pigmento pode melhorar casos de rinite, urticaria e
angioedema (FEKETEA; TSABOURI, 2017).

3.1.1.2 Triarialmetanos

Os triarilmetanos sdo corantes com alta capacidade de pigmentacdo, porém com
baixa estabilidade a luz, formados por um atomo de carbono ligado a trés anéis aromaticos
contendo grupos hidroxila, amino ou amino substituido na posi¢cdo para. S&o sintetizados
reagindo um composto contendo um carbono central eletrofilico com um composto aromatico
nucleofilo (DAMANT, 2011).

3.1.1.2.1 Azul Brilhante

O azul brilhante é um pigmento da familia dos triarilmetanos, normalmente vendido

como um sal de sodio e utilizado em sucos, sorvetes, iogurtes, geleias e doces, possuindo uma
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ingestdo diaria méxima recomendada de 6 mg/kg de massa corpdrea, 0 que corresponde a
aproximadamente a ingestdo média diaria da populacdo atualmente. A absorcdo do pigmento
pelo ser humano é baixa, sendo a maioria eliminada pelas fezes. Estudos in vitro
demonstraram citotoxicidade e genotoxicidade sobre células linfocitas humanas
(AMCHOVA; KOTOLOVA; RUDA-KUCEROVA, 2015; HEYDARI et al., 2017).

3.1.2 Pigmentos Naturais

Os pigmentos naturais sdo corantes de origem natural, podendo serem de plantas,
animais, microrganismos ou minerais. H4 um grande interesse em seu uso devido aos
possiveis beneficios a salde e também a um grande interesse por parte dos consumidores por
substituir corantes sintéticos por naturais. Os problemas de utiliza-los sdo seu alto custo
quando comparado aos sintéticos, menor estabilidade, maior dificuldade de obtencdo e
possivel gosto residual. Os grandes grupos mais populares de pigmentos naturais sdo
antocianinas, betacianinas, carotenoides e clorofilas (RODRIGUEZ-AMAYA, 2018;
SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017).

3.1.2.1 Antocianinas

As antocianinas (ACNs) sdo compostos do grupo dos flavonoides com atividade
antioxidante, responsaveis pelas coloracGes vermelhas, azuis e roxas em frutas e legumes,
como acerola (Malpighia emarginata), amora (Rubus frusticosus sp), mirtilo (Vaccinium
corybosum L.), beringela (Solanum melongena) e jambol&o (Syzygium cumini). Os pigmentos
deste grupo sdo formados por dois anéis aromaticos ligados por um anel heterociclico de trés
carbonos. Seis compostos deste grupo sdo largamente encontrados na natureza: pelargodina,
cianidina, delfinidina, peonidina, petunidina e malvidina, sendo a ciadinina 0 mais comum
(ELISIA et al., 2007; GUTIERREZ; ALVAREZ, 2018; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016;
SADILOVA; STINTZING; CARLE, 2006; SIGURDSON; TANG; GIUSTI, 2017; SOUSA
DE BRITO et al., 2007). A diferenciacéo entre estes compostos € feita pelos radicais ligados
aos carbonos 3’ (Ry, Figura 1) ¢ 5’ (R, Figura 1) de sua estrutura quimica. Glicose é mais
frequentemente encontrada ligada ao anel central (carbono 3, Figura 1) do pigmento, porém
outros aglcares também sdo encontrados, como L-ramnose, D-xylose e D-galactose
(RODRIGUEZ-AMAYA, 2018).
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Figura 1 — Estrutura quimica tipica de antocianinas.

Fonte: Kohno et al. (2009)

Este grupo de pigmentos é conhecido por sofrer alteracbes reversiveis em sua
estrutura quimica quando inserido em meios aquosos de diferentes pHs. A estrutura
explicitada na figura 1 corresponde ao ion flavilium (figura 2, 1), forma tipica de antocianinas
inseridas em pH inferior a 2 e possui coloracdo vermelha. Com o aumento do pH, 0 composto
sofre alteracfes em sua estrutura, passando a base quinoidal (figura 2, V) com coloragdo
azul, chalcona (figura 2, 111) com coloracdo amarela e pseudobase carbinol (figura 2, 1),
incolor (RODRIGUEZ-AMAYA, 2018; WROLSTAD; GIUSTI; KALT, 2016).

As antocianinas, assim como outros pigmentos naturais, sofrem de uma menor
estabilidade quando comparada a pigmentos sintéticos, sendo fatores como pH, exposicdo a
luz, temperatura e oxigénio (CORTEZ et al., 2017; RODRIGUEZ-AMAYA, 2018;
WROLSTAD; GIUSTI; KALT, 2016). Alguns métodos para aumentar a sua estabilidade
incluem o armazenamento em pH baixo, normalmente menor que 2, armazenamento em
atmosfera controlada com baixo teor de oxigénio e auséncia de luz, encapsulagdo em
polimeros e adsorcdo em argilas e silicatos (CAPELLO et al., 2019; CORTEZ et al., 2017,
KOHNO et al., 2009; WAHYUNINGSIH et al., 2017).
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Figura 2 — Estruturas quimicas de antocianinas em diferentes pHs.

Fonte: Wrolstad, Giusti e Kalt (2016)

3.2 JAMBOLAO

O jambol&o (Syzygium cumini), também conhecido como jamel&o, jamun, azeitona-
roxa entre outras denominagdes, é uma planta da familia das Myrtaceae tipica de regides
tropicais, particularmente india, Tailandia, Filipinas e Madagascar. Entretanto, pode ser
encontrada em outras regides, Florida, California, Argélia, Israel e Brasil, onde é encontrada
em diversos estados do pais (AQIL et al., 2012; MIGLIATO et al., 2006).

Sua arvore é grande, medindo 10 m de altura por até 4,5 m de didmetro de copa. Seu
fruto (Figura 3) possui coloracdo roxa devido ao alto teor de antocianinas e forte gosto
adstringente. Seu tamanho é de aproximadamente 3,5 cm de comprimento e 2 cm de diametro
em forma oval. Possui somente uma semente e sua frutescéncia ocorre, no Brasil, nos meses
de dezembro a fevereiro (MIGLIATO et al., 2006).

A planta possui diversas aplicagdes farmacéuticas e medicinais, sendo inteiramente
utilizada para diversos fins. Seus frutos possuem compostos que podem ser utilizados no
tratamento de diversos problemas de saude, entre eles hipoglicemia, Ulcera estomacal, diarreia
e diabetes, e também possui acdo anti-inflamatoria e antipirética (AQIL et al., 2012;
MIGLIATO et al., 2006).

O jambol&o é utilizado na india como ingrediente em diversos produtos, além de ser
consumido in natura. Porém, ndo ha este costume no Brasil. Aqui, uma parte da producéao ¢

aproveitada pela populacdo, mas a maior parte é desperdicada, seja devido a uma alta
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producgdo pela arvore, curta vida de prateleira do fruto ou falta de aproveitamento (LAGO;
GOMES; DA SILVA, 2006). Portanto, deve-se explorar meios de aproveitar o fruto e agregar
valor a ele.

Este fruto possui altas concentracdes de antocianinas, com valores entre 230 até 771
mg/100 g do fruto em base seca. Os compostos antocianinicos de maior concentracdo sdo a
delfinidina, malvidina e petunidina, constituindo mais de 90 % da quantidade total de
antocianinas em massa em base Umida (TAVARES et al., 2016). Como este grupo de
pigmentos possui uma alta atividade antioxidante, principalmente nas formas de base
quinoidal e chalcona, com capacidade de inibir reacfes inflamatorias, nota-se a importancia
de valorizar este fruto (BENHERLAL; ARUMUGHAN, 2007; KHOO et al., 2017).

Figura 3 — Frutos do jambolao

Fonte: Autor.

3.3 EXTRACAO DE ANTOCIANINAS

A extracdo de antocianinas é geralmente feita por extracdo sélido-liquido com
imersdo em solucdo alcoodlica acidificada contendo etanol ou metanol. Fatores como
temperatura, tempo, relacdo massa de soluto/volume de solucdo e nimero de extracdes
influenciam no rendimento da extracdo. Na Tabela 1 estdo presentes algumas metodologias

para extracdo de antocianinas.



Tabela 1 — Metodologias de extracdo de antocianinas
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Concentracao Teor de
Fonte das x (g de Temperatura x ACN
antocianinas Solugdo matrizzmL de  (°C) Tempo Reextragao (mg/100 g Fonte
solucéo) de matriz)
Etanol acidificado 30 min sob 795 + Dai et al.,
Amora (0,01 % viv de Her). 0% N.D. ultrassom N.D. 15,00 (b.s)  (2009)
Reextracédo
. com 0,75 .
5 minem ’ 176 + Elisia et al.
Amora Etanol 80 % (v/v) 1 N.D. L g/mL em
liquidificador shaker a 400 10,00 (b.s.) (2007)
RPM por 1 h
Cloreto de potéssio In4cio et al
Acai e jucara 0,025 M ou acetato de  N.D. 25 2h N.D. N.D. N
- (2013)
sodio 0,4 M
Berinjela Agua acidificada (1 % 017 35 80 min em shaker a N.D 64,28 + Capello et al.
(casca) v/v de HCI) ’ 100 RPM o 17,49 (b.u.) (2019)
. 10 a 60 min sob Dranca e
(Bczrs'gi)e'a Mrgtaa”n%'i etanole2- ) 502 70 ultrassom (0a45  N.D. ?g j‘)105 Oroian
prop kHz) U (2017)
Etanol acidificado
com HCI
(etanol:agua:HCl,
Berinjela 70:30:1 v/Iviv) . ~ 76,44 + Todaro et al.
(casca) Agua acidificada com 00125205 10260 02150 min 4 extragoes 3,82 (b.u)  (2009)
acido mélico ou
tartarico (0,5a2 %
vIV)
Ultrassom por 15 ,
x Etanol 75 % (v/v) . ) ~ Aqil et al.
Jambolao com 10 mM de HCl 0,33 N.D. min seguido de 3 extragoes 4875 (b.s.) (2012)

centrifugagdo a 1000



Jambolao

Jambolao

Acerola,
jambol&o
jucara e
guajiru

Jambolao

Mirtilo

Uva (casca)

Agua acidificada (0,1
% m/v de &cido
ascorbico)

Agua destilada

Metanol acidificado
(10 % v/v de &cido
férmico)

Metanol acidificado
(0,01 % v/v de HCI)
Etanol e etanol
acidificado (0,02 %
v/v) com HCI, acido
citrico, tartarico,
latico ou fosforico
Agua acidificada
(0,25 a 2 % v/v) com
acido citrico ou
tartarico

0,5

0,067 a0,2

0,05

0,1

0,1

0,4

N.D.

40a 60

20

20

7,7a79

25

g por 10 min

N.D.

202100 mine
centrifugagdo a 6500
RPM por 15 min

Vortex por 1 min
seguido de
ultrassom por 10
min e centrifugacao
a 2500 g por 10 min

3 h em shaker a 100
RPM

2hem
homogeneizador a
3000 RPM

20 min sob leve
agitacéo

N.D.

N.D.

4 extracgoes

Repetida até

extrato incolor

N.D.

0a25

N.D.

6,59 a
10,56 (b.u.)

Acerola:
261 a 528
(b.s)
Jambolao:
773 (b.s.)
Jucara:
2956 (b.s)
Guajiru:
958 (b.s.)

230 (b.s)

2110 a
2890 (b.s)

2191 (b.u.)

26

Jampani,
Naik e
Raghavarao
(2014)

Maran et al.
(2015)

Sousa de
Brito et al.
(2007)

Veigas et al.
(2007)

Nicoué,
Savard e
Belkacemi
(2007)

Spagna et al.
(2003)

N.D.: Néo disponivel; b.u.: Base imida; b.s.: Base seca.
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Nota-se que a quase totalidade dos estudos envolvendo a extracdo de antocianinas
faz 0 uso de solugdes acidas. Isso se deve ao fato que a polaridade destes pigmentos facilita a
dissolucdo em solvente polares, onde a acidificacdo aumenta a polaridade e consequentemente
a eficiéncia da extracdo. Outras técnicas mais recentes, como o0 uso de ultrassom, micro-ondas
e extracdo supercritica, sdo utilizadas, porém a comparacdo entre técnicas torna-se dificil
devido a variacdo do teor do pigmento dependendo das condi¢des de cultivo (SILVA et al.,
2017).

Apesar de uma parte dos estudos utilizarem metanol e esse possuir maior eficiéncia
(SILVA et al., 2017; TODARO et al., 2009), sua possivel ingestdo devido a residuos do
solvente presentes no pigmento apds extracdo € preocupante, uma vez que ele é toxico.
Portanto, o uso de solventes menos agressivos, como agua, mesmo considerados menos
eficientes, deve ser privilegiado.

Um estudo realizado por Capello et al. (2019) demonstrou que a extracdo de
antocianinas de berinjela utilizando &gua acidificada com HCI é vidvel. Com a metodologia
aplicada, chegou-se a teores do pigmento proximos aos de Todaro et al. (2009) e Wu et al.
(2006) que utilizaram etanol e acetona acidificados, respectivamente.

A quantificacdo de antocianinas em um extrato é feita através da metodologia de
Giusti, Rodriguez-Saona e Wrolstad (1999) com a utlizacdo de um espectrofotdmetro. Nesta
metodologia, amostras do extrato contendo o pigmento sdo diluidas em solucgdes tampéo de
cloreto de potassio 0,025 M (pH 1) e acetato de sodio 0,4 M (pH 4,5) e entdo analisadas em
um espectrofotbmetro utilizando agua destilada como branco. Por fim, a concentracdo é

calculada utilizando as Equagdes 1 e 2:

__ AM,,DF

TTA =2 1)

A= [(Aa - Ab)pH 1 (Aa - Ab)pH 4,5] (2)

Onde TTA é a concentracdo de total antocianinas (mg/L), A, e A, s@o a absorbancia
em determinados comprimento de onda, M, é a massa molar do pigmento (g/mol),
normalmente calculado com base em cianidina-3-glicosideo, DF é o fator de diluicéo, € é 0
coeficiente de extingdo molar (L/(cm-mol)) e L é o comprimento do caminho dptico. Como

ndo h& disponivel o valor do coeficiente de extin¢do para todas as antocianinas, pode-se
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adotar o valor da cianidina-3-glicosideo como base quando n&o se possui o valor especifico
do pigmento mais abundante na matriz a ser estudada. Recomenda-se também que a leitura da
absorbancia seja feita pelo menos ap6s 15 min da diluicdo nas solugdes tampdo para permitir
que as moléculas do pigmento possam sofrer alteracbes em sua forma molecular, como
explicado na se¢do 3.1.2.1 (MONICA GIUSTI; WROLSTAD, 2005).

Mesmo possuindo o extrato do pigmento, ainda € necessario recuperd-lo. Uma
possibilidade é realizar a adsorcdo em silicatos ou argilas, como montmorillonita e laponita.
Ribeiro et al. (2018) conseguiram aumentar a capacidade colorifica de antocianinas de acerola
através da adsorcdo em montmorillonita, estendendo a estabilidade da cor por mais de 60 dias
em armazenamento contra 5 dias do pigmento ndo adsorvido. Capello et al. (2019) também
fizeram 0 uso de adsorcdo para recuperar antocianinas, porém utilizou-se laponita e obteve-se
um po6 de coloracdo roxa que mantinha as propriedades colorificas do pigmento isolado.
Entretanto, o aumento da fotoestabilidade ndo foi avaliado. Um estudo conduzido por
Chandrasekhar, Madhusudhan e Raghavarao (2012) fez o uso de uma silica nomeada
Amberlite para a recuperacdo de antocianinas de repolho roxo, conseguindo adsorver cerca de
1,3 mg de antocianinas/g de adsorvente, resultado semelhante a 1,37 + 0,07 mg/g encontrado
por Capello et al. (2019) utilizando laponita, porém muito abaixo do valor reportado de
aproximadamente 25 mg/g reportado por Buran et al. (2014). Entretanto, deve-se ressaltar que
0 ultimo estudo demorou mais de 10 h para atingir dito valor, enquanto os outros 2 estudos

levaram 15 e 5 min, respectivamente.

3.4 ADSORCAO

A adsorcdo € o processo no qual uma substancia de um meio liquido ou gasoso
adere-se a superficie de um adsorvente. Fatores importantes ao trabalhar com adsorcdo sdo a
quantidade de adsorbato, molécula que sera adsorvida, por unidade de massa de adsorvente e
a concentracdo da solucdo contendo a molécula de interesse quando o adsorvente esta
totalmente saturado. E comum também o uso de isotermas de adsorcdo para descrever o
processo de adsorcdo. Entre elas, as isotermas de Freundlich e Langmuir sdo as mais
utilizadas, porém alguns estudos também fazem o uso das isotermas de Temkin e Dubinin-
Radushkevich. Alguns adsorventes populares incluem alumina, silica gel, carvao ativado e
zeolitas (GUPTA; SUHAS, 2009).
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Além das isotermas de adsorcdo, também € importante realizar cinéticas de adsorcéo,
0u seja, observar a concentragcdo do adsorbato em uma solugéo ao longo do tempo, para saber
qudo réapida € o processo. Normalmente modelos cinéticos sdo ajustados aos dados
experimentais para poder descrever e prever 0 comportamento de uma adsorcao especifica,
sendo eles os modelos de pseudo-primeira ordem e pseudo-segunda ordem (RODRIGUES;
SILVA, 2016).

Por vezes, também se realiza a modificacdo do adsorvente. No caso de argilas, a mais
comum € a ativacdo acida, que consiste no tratamento do material com uma solucéo acida,
normalmente HCI ou H>SO., com o objetivo de aumentar a area especifica e porosidade do
material. Durante este processo, protons (H") substituem os cations de compensagdo podendo
levar a modificagcdes na estrutura cristalina, tal qual sua passagem a uma estrutura amorfa ou
semi-amorfa (KOMADEL; MADEJOVA, 2006).

3.4.1 Isoterma de Adsorcéo de Freundlich

A isoterma de adsorcdo de Freundlich (Equacdo 3) é normalmente utilizada para
descrever processos de adsorcdo em multicamada em superficies heterogéneas, levando em

consideracdo a forga do processo de adsor¢éo (A.O, 2012).

1

Qe = KrC; @)

Onde Q. é a quantidade de adsorbato adsorvida por unidade de massa de adsorvente
(mg/g), K; é uma constante (LY"mg"V/g), referida como constante de Freundlich,
relacionada com a capacidade de adsor¢do, C, é a concentragdo de adsorbato no equilibrio

(mg/L) e n é a intensidade da adsor¢do (adimensional).
3.4.2 Isoterma de Adsorcédo de Langmuir

A isoterma de Langmuir (Equacdo 4) € empregada para descrever a formacdo da
monocamada de adsorbato e assume que ndo ha formacdo de multicamada, como no caso da
isoterma de Freundlich. Ela também considera que todos sitios de adsorcéo, locais onde pode

ocorrer a adsorc¢do, possuem forca de atracdo idéntica (A.O, 2012).
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Qe = (4)

14K} Ce

Onde Q,, é a capacidade tedrica maxima de adsorcdo (mg/g) e K, é uma constante

(L/mg), conhecida como constante de Langmuir, relacionada com a energia de adsorcao.
3.4.3 Isoterma de Adsorcédo de Temkin

Apesar de as isotermas de Langmuir e Freundlich serem as mais utilizadas em
estudos, alguns também fazem o uso das isotermas de Temkin e Dubinin-Radushkevich. O
modelo de Temkin (Equacdo 5) leva em consideracdo interacfes entre o adsorbato e o
adsovente e assume que o calor de adsorcdo, energia liberada quando o adsorbato é adsorvido,
diminui linearmente (A.O, 2012).

RT

Qe = -In(a.C) (5)

e b_t

Onde R ¢ a constante universal dos gases (8,314 J/mol K), T é a temperatura (K) e b;

(J/mol) e a; (L/g) sdo constantes do modelo.
3.4.4 Isoterma de Adsorcdo de Dubinin-Radushkevich
O modelo de Dubinin-Radushkevich (Equacdes 6 e 7) é empregado para descrever

mecanismos de adsorcdo em superficies heterogéneas com uma distribuicdo de energia
Gaussiana (A.O, 2012).

Qe = Qs eXp(_Kadgz) (6)

e = RTIn(1 + Cie) ()

Onde Q, € a capacidade de saturacdo teorica (mg/g) e K,; € e sdo constantes do

modelo (adimensional).



31

3.4.5 Modelo Cinético de Pseudo-Primeira Ordem

O modelo de pseudo-primeira ordem (equacdo 9) foi desenvolvido por Lagergreen
no fim do século 19 e sua simplicidade e correlacdes fazem com que ele seja muito presente
na literatura (RODRIGUES; SILVA, 2016; SIMONIN, 2016). Este tipo de modelo mede
reacOes de segunda ordem usando um dos reagentes em excesso (CORBETT, 1972). O

modelo pode ser escrito da seguinte forma:
Q= 0Qc — Qee_klt )
Podendo ser linearizado (Equacédo 10) aplicando-se logaritmico de base e para:

ln(Qe - Qt) = InQ, — k4t (10)

Onde Q; é a quantidade de adsorbato adsorvida no tempo t (min) e k; € uma

constante relacionada com a velocidade de adsorcdo (1/min).
3.4.6 Modelo Cinético de Pseudo-Segunda Ordem

O modelo de pseudo-segunda ordem (Equacdo 11) foi proposto por Ho e McKay
(1999):

0, = Jatit (1)

T 1+k,Qpt

Podendo ser linearizada, obtendo-se a Equagéo 12:

t t 1
r_ 12
o o T (12)

Onde k, é uma constante relacionada com a velocidade da reagdo (g/mg min).
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3.4.7 Laponita

A laponita (Lap) é um silicato sintético de composicdo molecular
Sig[MgssLi0.aH40024]%" Nao 7", similar & esmectitas, composto de folhas em forma de disco
em formac0es octaedricas e tetraédricas com espessura de aproximadamente 1 nm e didmetro
aproximado de 25 nm (Figura 4). Este adsorvente possui uma carga total negativa em seus
discos que sao estabilizados por ions de sddio presentes entre 2 discos. Seus usos incluem
adsorcdo de pigmentos, transportador de drogas e reforcador de filmes de biopolimeros
(CAPELLO et al., 2019; CHRISTIDIS et al., 2018; VALENCIA et al., 2018).

Figura 4 — Estrutura quimica da laponita
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Fonte: Adaptado de Zulian et al. (2014).

Um estudo sobre a citotoxicidade de nanocompostos formados por Lap e alginato
conduzido por Ghadiri et al. (2013) concluiu que ndo houveram indicios de toxicidade as
células estudadas. Adicionalmente, o uso de deste adsorvente melhorou a capacidade de
dilatacdo, viscosidade e resisténcia & compressdo, sem alterar a capacidade de inje¢do do
material, ainda permitindo seu uso em medicamentos. Tomas, Alves e Rodrigues (2018)
também destacam o uso de Lap na medicina, principalmente como transportador de drogas,
diagnosticos por imagem e medicina regenerativa.

Capello et al. (2019) realizaram o Unico estudo, até 0 momento, sobre a adsor¢édo de
antocianinas em Lap. Neste estudo, antocianinas de berinjela foram adsorvidas neste
nanosilicato, variando o pH do extrato de antocianinas, temperatura de adsor¢do e a
quantidade de adsorvente adicionada ao extrato a fim de encontrar as condicgdes ideais.

Segundo os autores, as condicdes ideais encontradas foram pH 1, o0 mesmo do extrato obtido,
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20 °C e 0,57 g de Lap/mg de ACNs. A adsorcdo mostrou-se rapida, sendo completa em
menos de 5 minutos. Concluiu-se também que o processo é bem descrito pela isoterma de
Langmuir, sugerindo uma adsor¢cdo em monocamada e que o adsorvente sofre mudancas em
sua estrutura quimica, passando de material cristalino para amorfo. Entretanto, o estudo nédo
realizou teste de fotoestabilidade do composto laponita/antocianina obtido apds adsorcéo
(Figura 5).

Figura 5 — Laponita antes e apds adsorcao de antocianinas

Lap ACN-Lap

Fonte: Adaptado de Capello et al. (2019).

A rapida adsorcdo de antocianinas em laponita torna o adsorvente interessante para o
uso na recuperacdo de antocianinas. Até o momento, pouco se sabe sobre a adsorcdo de
antocianinas em laponita e sobre o composto antocianina/laponita formado ap6s o processo.
Assim, mais estudos sdo necessarios para melhor as condicGes de adsorcédo e as propriedades

do composto formado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIA PRIMA

Os frutos do jambolao foram coletados em janeiro de 2019 na Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil. Laponita (S-482, BYK, Alemanha) foi o
adsorvente utilizado contendo umidade de 9,70 + 0,04 % em base Gmida (b.u.). Agua
destilada, &cido cloridrico (37 % b.u., Neon, Brasil) e etanol (Exodo Cientifica, Brasil) foram

utilizados como solvente.

4.2 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE ANTOCIANINAS

Os frutos coletados foram lavados com &gua destilada e secados a 25 °C por 4 h. Em
seguida, separou-se a polpa e a casca das sementes manualmente. A polpa e a casca foram
entdo congeladas até -24 °C e entdo liofilizados (Liotop L 101). O material seco foi entdo
moido com o auxilio de um moinho de facas (Tecnal TE-631/2, Sdo Paulo, Brasil) e
armazenados sob 4 °C em embalagens de polietileno, na auséncia de luz, até o uso. A
umidade final do material seco foi de 17,40 + 0,85 % (b.u.).

A extracdo das antocianinas foi executada seguindo a metodologia de Capello et al.
(2019), com ligeiras modificacdes. Jamboldo liofilizado (0,28 g) foi adicionado em 60 mL de
agua acidificada (100:1 v/v, H>O:HCI, pH = 1,0) e mantido sob agitacdo (100 RPM) com o
auxilio de um shaker (TE-424, Tecnal, S&o Paulo, Brasil) na auséncia de luz durante 80 min.
Em seguida, o extrato contendo o pigmento foi filtrado para separar o material seco do
extrato. O teor total de antocianinas (TTA, mg/L) foi medido utilizando a metodologia de
Giusti, Rodriguez-Saona e Wrolstad (1999). Aliquotas (0,5 mL) foram diluidas em 4,5 mL de
solugdes tampéo de cloreto de potéssio 0,020 M e acetato de sodio 0,4 M, em tubos de ensaio
separados. A absorbancia do extrato foi analisada em 520 (As,0) € 699 nm (A4gq9) Utilizando
um espectrofotometro UV-vis (U-2900, Hitachi). Em seguida, os valores encontrados foram
inseridos nas Equacdes 13 e 14.

__ AM,DF
- EL

TTA (13)

A= [(ASZO - A699)pH 1 (ASZO - A699)pH 4,5] (14)
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Onde M, é a massa molecular da cianidina-3-glucosideo (449,2 g/mol), DF ¢ o fator
de diluicdo (10), € é o coeficiente de extingdo molar (26900 L/cm-mol) e L é comprimento do

caminho 6tico (1 cm). Como branco, utilizou-se agua destilada (CAPELLO et al., 2019).
4.3 ADSORCAO DO PIGMENTO
4.3.1 Cinética de Adsorcao

A cinética de adsorcao foi realizada em diferentes temperaturas (5, 10, 15, 20, 30 e
40 °C) sob agitacdo (250 RPM) com o auxilio de um agitador mecénico e de um banho
termostéatico, na auséncia de luz. Adicionou-se Lap ao extrato do pigmento numa razdo de
0,57 g por mg de antocianina (CAPELLO et al., 2019). O TTA foi calculado em diferentes
tempos durante o experimento (1, 2, 3, 4, 5, 15 e 30 min) utilizando a metodologia descrita na
secdo 4.2. A quantidade de pigmentos adsorvida no tempo foi calculada utilizando a equacéo
15:

(Ci—C )%
Qexp = Tt (15)

Onde Q.x, € a quantidade de antocianinas adsorvida na Lap (mg/g) no tempo t
(min), C; e C; séo a concentragdo de antocianinas no extrato no tempo zero e no tempo t,
respectivamente, V é o volume do extrato de antocianinas (L) e W é a massa de Lap
adicionada ao extrato (g).

Os modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (equacdo 9) e pseudo-segunda
ordem (equacdo 11) foram ajustados aos dados experimentais.

4.3.2 Isotermas de Adsorc¢ao
Isotermas de adsorgéo foram realizadas a 20 °C (mais informag0es na sec¢do 5.2.1) a

250 RPM, com o auxilio de um agitador magnético, na auséncia de luz. Lap foi adicionada ao

extrato com razdes entre 0,082 e 0,595 g por mg de antocianinas. As isotermas de Freundlich
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(equacdo 3), Langmuir (equacdo 4), Temkin (equacgéo 5) e Dubinin-Radushkevich (equacdo 6
e 7) foram ajustadas aos dados experimentais.

Fabricou-se laponita modificada com ativacéo acida (M-Lap) através da precipitacdo
de Lap em uma solugdo de agua acidificada (100:1 v/v, H2O:HCI, pH = 1) a 20 °C, a fim de
entender o efeito do tratamento acido na adsor¢do das ACNs em Lap (CAPELLO et al.,
2019).

4.4 DESSORCAO DO PIGMENTO

Os experimentos de dessorcdo foram realizados ap6s o processo de adsorcao,
decantando o composto formado e o separando do sobrenadante, seguido por secagem do
material a 35 °C por 48 h na auséncia de luz. Apds a secagem, o material formado foi
denominado de biohibrido (BH) e armazenado em dessecadores contendo silica gel a 25 °C
(aproximadamente 0 % de UR) por 7 dias, novamente na auséncia de luz.

Os experimentos foram conduzidos utilizando etanol acidificado (70:30:1 vivlv,
etanol:H>O:HCI) e &gua acidificada (100:1 v/v, H2O:HCI) como solugGes para a dessorgao.
Aproximadamente 2 g de BH foram adicionados a 100 mL de solugéo. Os testes foram
realizados em 20 °C sob constante agitacdo (250 RPM) e auséncia de luz. O TTA foi
calculado ap6s 30 min de dessor¢do utilizando a mesma metodologia descrita na se¢do 4.2. A
razdo de dessorcao (D, %, Equacdo 23) e a capacidade de dessorc¢do (Q4, mg/g, Equacdo 24)

do BH foram calculadas:

D = =400 (16)
_ CatVa
Qq = W, 17

Onde C,, € a concentracdo maxima de ACNSs na solugéo de dessorcdo (mg/L), C4: é @
concentracdo de ACNs na solucdo de dessorcdo no tempo t (min) (mg/L), V; é o volume da

solucéo de dessorcao (L) e W, é a massa de BH (Q).
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4.5 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO
BIOHIBRIDO

A caracterizacdo fisico-quimica foi realizada utilizando o BH e amostras controle
(Lap e M-Lap). Realizou-se Microscopias Eletrénicas de Varredura e Espectroscopias de
Raios X por Disperséo de Energia com o objetivo de analisar a morfologia, o tamanho das
particulas e também a composicdo das amostras. A formacdo de novos compostos foi
analisada através de uma Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier. A
cristalinidade das amostras foi avaliada por Difracdo de Raios X. A degradacdo térmica foi
avaliada por uma Termogravimetria e uma Analise Térmica Diferencial. Por fim, analisou-se
a estabilidade frente a luz, ao pH, o contetudo fendlico total e a capacidade antioxidante do
biohibrido.

4.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Raios X por Dispersao

de Energia

A morfologia das amostras foi analisada através de uma Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV, JSM-6390LV, JEOL, Japdo) com voltagem de aceleracdo de 10 kV.
Amostras foram preparadas fixando-as em tocos de aluminio com o auxilio de fitas de
carbono e em seguida revestidas por uma fina camada de ouro. Cinco micrografias foram
realizadas em locais aleatérios das amostras com 50 X e 1000 X de magnificacdo
simultaneamente a uma Espectroscopia de Raios X por Dispersdo de Energia (EDS)
(CAPELLO et al., 2019).

4.5.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
Foram realizadas Espectroscopias no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR, Cary 600, Agilent, EUA) na regido do infravermelho entre 4000 e 400 cm™ com

resolucdo de 4 cm™ com 20 leituras e pastilhas de KBr (CAPELLO et al., 2019).

4.5.3 Difragdo de Raios X
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A estrutura cristalina do BH foi obtida com o auxilio de um difratdmetro de raios X
(Rigaku MiniFlex600 DRX, Japio) operando em 40 kV e 15 mA (CuKo 1 A =1,54056 A). Os
difratogramas foram realizados a 20 °C, entre 260 =3 ° ¢ 70 °, a 20 °/min (CAPELLO et al.,
2019). A distancia interplanar d (nm) foi calculada a partir do angulo de difracdo do pico de
méaxima intensidade encontrado no difratograma do DRX com o auxilio da Lei de Bragg

(Equacéo 25):

NA = 2d sen(6) (18)

Onde A é o comprimento de onda (nm) e N é a ordem de reflexdo (N = 1,

adimensional).

4.5.4 Termogravimetria e Anélise Térmica Diferencial

As analises de Termogravimetria e Térmica Diferencial (TGA/DTA STA 449 F3
Jupiter, Netzsch, Alemanha) foram realizadas simultaneamente em ar seco simulado, sob
vazdo de 20 mL/min de N2 seco. Aqueceu-se cadinhos contendo as amostras
(aproximadamente 10 mg) de 30 até 700 °C a uma taxa de 20 °C/min utilizando platina como
referéncia (CAPELLO et al., 2019).

4.5.5 Estabilidade do Biohibrido Frente a Luz

A analise da fotodegradacdo para Lap, M-Lap e BH foi realizada a 20 °C. As
amostras foram colocadas dentro de uma camara a 30 cm de uma lampada de halogéneo
(25 W, cor branca, Kian CFL Reta, China) durante 14 dias. Tirou-se fotos todos os dias com
uma camera digital (Nikon AF-S DX Nikkor 18-55 mm 1:3,5-5,6G VR Il, 0,28 m/9,82 pés @
52) utilizando o modo automatico, zoom (55 X) e flash ((CARDENAS-PEREZ et al., 2017;
MERZ et al., 2020). As imagens foram analisadas utilizando o software ImageJ, v 1.39
(National Institute Health, Bethesda, MD, EUA) equipado com o plugin Color Space
Converter. As medidas da cor foram baseadas nas coordenadas CIELab nomeadas L* (indice

de claridade), a* (tonalidades do vermelho ao verde) e b* (tonalidades do amarelo ao azul).
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4.5.6 Estabilidade do Biohibrido Frente ao pH

Amostras do BH foram imersas em solucdes tampdo com pH variando de 1 ao 13
(CAPELLO et al., 2019). Em seguida, imagens das amostras imersas foram tomadas e

analisadas utilizando a mesma metodologia descrita na se¢éo 4.5.5.
4.5.7 Conteudo Fendlico Total e Capacidade Antioxidante do Biohibrido

O conteudo fendlico total (TPC) foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu
(FC), de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventds (1999), com ligeiras
modificacOes. Aliquotas da solucdo dessorvida do BH e do extrato de ACN (250 pL) foram
misturadas com agua destilada (2 mL) e o reagente FC (0,25 N) (2 mL) durante 5 min. Em
seguida, 2,5 mL de carbonato de sddio (7,5 %) foram adicionados a cada solucdo. As
amostras foram incubadas a 20 °C durante 2h e a absorbancia foi medida em 750 nm
utilizando metanol como branco (Quimis, Q898U2MD5, Brasil). O TPC foi expresso como mg
equivalentes de &cido Galico (GAE) por mL de solucéo.

A capacidade antioxidante da solucdo dessorvida provinda do BH foi determinada
pelo método DPPHe de acordo com a metodologia adotada por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995). Aliquotas (100 uL) foram reagidas com 3,9 mL da solugdo de DPPH (0,06
mM) preparada com metanol. A absorbancia das amostras foi analisada em 515 nm (Abs,)
por 25 min até estabilizacdo. A solucéo contendo radicais livre DPPH (0,06 mM) em solvente
acidificado contendo agua, etanol e HCI (1 %) foi utilizada como controle (Abs.). A
capacidade antioxidante foi calculada utilizando a equacao 26 e o resultado expressado como

a porcentagem de DPPH inibido (%).

Inibicdo (%) = 225425 19 (19)

Abs.
4.5.8 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados pelo menos em triplicata para cada amostra

e os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. A andlise de variancia
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(ANOVA) e o teste Tukey das multiplas comparacGes foram feitos com nivel de significancia
de 5 % utilizando o software OriginPro 2018®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 TEOR DE ANTOCIANINAS NO JAMBOLAO

O TTA encontrado foi de 1106,14 + 12,41 mg de equivalentes cianidina-3-
glucosideo/100 g de jamboldo seco. Este resultado estd coerente com os valores reportados
por Paul e Das (2018) e Sousa de Brito et al. (2007) para o fruto do jamboldo (entre 771 e
1190 mg/100g de jambolao seco). O pH do extrato de ACNSs foi igual a 1 e demonstrou uma
coloracdo avermelhada, tipico do pigmento em meio acido (RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

5.2 ESTUDO DO MECANISMO DE ADSORCAO E DESSORCAO
5.2.1 Cinética de Adsorcéo
O processo de adsorcdo de ACNs de jambol&o na Lap foi completado nos primeiros

5 minutos de experimento, independente da temperatura (Figura 6). Portanto, os valores de

Qexp das curvas de adsorcdo ndo foram alterados com a temperatura, sugerindo que este
parametro ndo possui influéncia sobre o processo (Tabela 2), sendo posteriormente

confirmado por analise estatistica (p > 0,05).

Tabela 2 — Pardmetros cinéticos da adsorcdo de antocianinas em laponita

Pseudo-Primeira Ordem

Temperatura (°C) Qexp (Mg/g) Q. (mglg) ky (min) R?

5 1,41 % 0,004 1,42 % 0,01 2,97 £0,52 0,995
10 1,46 + 0,02 1,42 0,01 3,40 % 0,45 0,998
15 1,47 + 0,024 1,45 + 0,01 3,54 + 0,82 0,996
20 1,44 + 0,05 1,52 + 0,02 4,49 + 3,52 1,000
30 1,42 + 0,14 1,46 + 0,01 4,36+1,23 0,098
40 1,48 + 0,04 1,52 0,01 5,11 + 2,54 0,998

Qexp- Quantidade de antocianinas (ACNSs) adsorvida em laponita (Lap) no final do
experimento; Q.: Quantidade de ACNSs adsorvida em Lap no equilibrio; k,: constante do

modelo de pseudo-primeira ordem. Fonte: Autor.
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Figura 6 — Cinética de adsor¢do de antocianinas em laponita
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Sobre os valores de TTA, é possivel observar que aproximadamente 93,15 + 2,55 %
das ACNs do extrato foram adsorvidas na superficie da Lap a 20 °C, sendo essa escolhida
como a temperatura 6tima do processo devido a facilidade de implementacdo e controle
durante o processo (Figura 6). O efeito da temperatura no processo de adsorcdo depende da
natureza do adsorvente. Este experimentou revelou que a temperatura ndo possui efeito sobre
as propriedades adsortivas da Lap, sugerindo que os sitios ativos deste nanosilicato ndo foram
modificados na faixa de temperatura estudada, assim como observado por DONG et al.,
(2015). Na literatura, Jampani, Naik e Raghavarao (2014) estudaram a adsor¢cdo de ACN
utilizando diversas resinas macroporosas em diferentes temperaturas (5, 10 e 25 °C) e
concluiram que 25 °C era a temperatura 6tima para o processo devido a maior capacidade de
adsorcéo neste temperatura.

O modelo cinético de pseudo-primeira ordem (Equacdo 9) se ajustou aos dados
experimentais de adsorcio e demonstrou altos valores de R? (Tabela 2), indicando que Q, foi

proximo dos valores de Q.,,. Por outro lado, o modelo de pseudo-segunda ordem ndo se

ajustou aos dados experimentais, indicando que a adsorcdo de ACN em Lap pode ser
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classificada como uma adsorcao envolvendo forgas de van der Waals, forcas « - w e ligagOes
de hidrogénio entre grupos hidroxila de M-Lap e ACNs (CAPELLO et al., 2019).

No presente trabalho, os valores de Q, ndo foram influenciados pela temperatura
(Tabela 2) e o parametro k; teve valores mais elevados que aqueles obtidos por Capello et al.
(2019) para a adsorcdo de ACNs provindas da casca de berinjelas em Lap (k; = 1,29 min'
utilizando 0,56 g de Lap/mg de ACNSs). Embora o processo de adsor¢do tenha sido
rapidamente completo em ambos os estudos, o presente trabalho obteve valores mais elevados
a 20 °C que aqueles obtidos por Capello et al. (2019) (Q, = 1,40 mg/g), sugerindo uma maior
capacidade de adsorgédo. Discrepancias entre os resultados reportados por ambos os estudos
podem ser atribuidos a diferenca na velocidade de rotagcdo durante o processo de adsorcdo. No
presente, utilizou-se uma velocidade de 250 RPM enquanto Capello et al. (2019) utilizaram
uma velocidade de agitacdo de 100 RPM. Neste contexto, uma velocidade de agitagdo mais
elevada pode quebrar aglomerados de Lap de maneira mais eficiente, resultando em maior
adsorcdo de antocianinas. Chen et al. (2016) adsorveram ACNs de amora utilizando resinas
microporosas e obtiveram um Q. igual a 1,5 mg/g a 25 °C. Entretanto, o equilibrio foi obtido
apos 260 min. Além disso, os autores ndo informaram a velocidade de agitacdo utilizado

durante o processo de adsorcao.

5.2.2 Isotermas de Adsorcao

Apobs 0 processo de adsorcao, observou-se material precipitado no fundo do Becker
(Figura 7A). Este material foi observado nos primeiros 3 minutos ap6s a adi¢cdo de Lap no
extrato de ACNSs, sendo associado a adsorcdo de antocianinas na superficie da Lap, seguida da
precipitacdo do composto ACN-Lap (CAPELLO et al., 2019). O material decantado (BH)
esta demonstrado na Figura 7B.



44

Figura 7 — Material precipitado apds adsor¢ao

(A) Composto antocianina-laponita (ACN-Lap) precipitado no fundo do Becker; (B)
Composto apds secagem a 35 °C durante 48 h. Fonte: Autor.

Modelos de isoterma de Freundlich (Equacdo 3), Langmuir (Equacdo 4), Temkin
(Equacdo 5) e Dubinin-Radushkevich (EquacBes 6 e 7) foram ajustados aos dados
experimentais (Figura 8). Baseando-se no R?, Langmuir e Freundlich foram escolhidos como
0os melhores modelos para prever a adsorcdo de ACNSs provindas do jamboldo em Lap.
Segundo o modelo de Freundlich, a adsorcdo é conduzida em multicamadas por sitios
heterogéneos (FOO; HAMEED, 2010; HALAJNIA et al., 2013; WU et al., 2016). O valor de
Ky, relacionado a capacidade de adsorcéo da Lap, foi de 3,19 L¥" mg®-"/g (tabela 3), similar
ao encontrado por Capello et al. (2019) de (K; = 2,52 LY" mg\**"/g), para a adsorgéo de
antocianinas da casca de berinjela em Lap em pH acido. Porém, Ky ndo representa a
capacidade méxima tedrica de adsorcédo, sendo, na verdade, representada pelo Q,, (mg/g) da
isoterma de Langmuir (GEORGESCU et al., 2018). Portanto, a maxima capacidade teérica de
adsorcao (Q,,) do presente trabalho foi 15,98 mg de ACN por g de Lap (Tabela 3), novamente
similar ao informado por Capello et al. (2019) (Q,,, = 14,65 mg/qg).

A adsorcdo heterogénea pode ser explicada pela modificacdo da cristalinidade da Lap
durante a precipitacdo em pH 1,0 (CAPELLO et al., 2019; LI et al., 2009). Esta modificacdo
pode aumentar a area superficial da Lap pela substituicdo dos cétions de sédio entre folhas por
prétons da solugdo acida (CARRADO; KOMADEL, 2009). Adsor¢do de ACN em Lap é
possivel devido a diferenga de cargas em meio acido. ACNs assume, a forma de cétion
flavilium em pH menor que 2, enquanto a Lap tem carga geral negativa em sua estrutura
(CAPELLO et al., 2019; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016; VALENCIA et al., 2018).
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Figura 8 — Isoterma de adsorcdo de antocianinas em laponita a 20 °C
11~
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Q.: Capacidade de adsor¢do da laponita (Lap) no equilibrio, C,.: Concentracdo de antocianinas
(ACNSs) no equilibrio, (m) dados experimentais, (—) isoterma de Langmuir, (———) isoterma de
Freundlich, (- - -) isoterma de Temkin e (- - ) isoterma de Dubinin-Radushkevich. Fonte:
Autor.
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Tabela 3 — Par@metros da adsorcdo de antocianinas em laponita a 20 °C

Freundlich Langmuir Temkin Dubinin-Radushkevich
K, (LY Q K Q K
f 2 m L 2 2 s ad 2
mg-tig) ™ R (myg)  (Limg) N be (Jmol) @ (g R (mg/g)  (mobiks)
1,71+ 15,98 + 0,23+ 1090,60 + 6,07 £ 9,90 +
3,19+£0,22 0.13 0,9722 3.38 0,09 0,9236 212.86 252 0,8096 182 0,62+0,26 0,6594

Ky Constante de Freundlich, n: Intensidade da adsorcdo, Q,,,: Capacidade maxima teorica de adsorcdo, K, : Constante de Langmuir, b, e a, sdo
constantes de Temkin, Q: Capacidade de saturacdo tedrica e K,,: Constante de Dubinin-Radushkevich. Fonte: Autor.
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5.2.3 Dessor¢ao do Pigmento

N&o houve dessor¢do de ACNs do BH quando imerso em agua acidificada. Neste
caso, o0 BH decantou depois de sua adicdo a solucdo e o sobrenadante permaneceu
transparente, indicando a auséncia de ACNs na agua acidificada. Este resultado foi
confirmado pela medicéo do TTA na solucgdo de dessorcao.

Por outro lado, a dessorcao foi possivel quando se utilizou etanol acidificado como
solucdo de dessorcdo. Neste meio, a fragdo dessorvida (D) e a capacidade de dessorcdo (Q )
foram 47,88 + 5,41 % e 0,79 = 0,08 mg/g, respectivamente. O baixo valor de D pode ser
devido a uma forte ligacdo entre ACNs e Lap. Além disso, 0 BH precipitado apds a dessor¢ao
em etanol acidificado mostrou uma leve coloracdo rosa, indicando que antocianinas ainda
estavam adsorvidas na Lap. Ademais, este baixo valor indica uma baixa difusdo do pigmento,
indicando alta estabilidade quimica entre ACNs e Lap. Portanto, este BH pode ser utilizado

como corante natural na industria alimenticia e cosmética.

5.2.4 Caracterizacdo Fisico-Quimica e Propriedades Funcionais do Biohibrido

5.2.4.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de Raios X por Dispersao de

Energia

As micrografias revelaram que Lap é composta de aglomerados de diversos
tamanhos (> 100 um) e formas (figura 9A). Particulas com tamanho e forcas similares foram
observadas por Capello et al. (2019) e Valencia et al. (2015) para Lap. Sobre a morfologia de
M-Lap e BH (Figura 9B e C), estes materiais demonstraram formas irregulares quando
comparados a Lap (Figura 9A). As alteragdes morfologicas podem ser associadas a ativagédo
acida no BH e na M-Lap (KOMADEL, 2016). Os resultados do EDS confirmaram a presenca
de silicio (Si), oxigénio (O), magnesio (Mg) e sddio (Na) como os componentes principais da
Lap. A presenca de cloro (CI) confirma a ativacdo acida do BH e da M-Lap durante a
precipitacdo da Lap em &gua acidificada com pH 1,0 (GEORGESCU et al., 2018). Nesta
condicéo, os protons da solucdo atacaram as folhas da Lap, substituindo os ions de sédio entre
elas, aumentando a area superficial do adsorvente (CAPELLO et al., 2019; KOMADEL,

2016). Esta modificacdo na area superficial é correlata com a adsor¢cdo de ACN neste
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trabalho. Finalmente, a presenca de carbono (C) pode ser atribuida ao uso de fita carbono para

fixar as amostras nos tocos de aluminio (CAPELLO et al., 2019).

a, laponita modi
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(A) Laponita, (B) laponita modificada e (C) Biohibrido. Fonte: Autor.
5.2.4.2 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

O espectro de FTIR da Lap, M-Lap e do BH evidenciaram diferencas em cada
material (Figura 10). Lap demonstrou bandas atribuidas ao alongamento de MgzOH (3682 cm”
1), alongamento de OH (3445 e 1641 cm 1) da 4gua adsorvida nas folhas de Lap e
alongamento de Si-O (1004 e 649 cm™) (BERNARDINO; CONSTANTINO; DE FARIA,
2018; HERRERA et al., 2004; NAIR et al., 2006). Outros picos observados em
aproximadamente 462 cm™ foram associados ao dobramento de Si-O-Mg e Si-O-Si na Lap
(PALKOVA et al., 2010).

Um aumento nas bandas de 3445 e 1641 cm™ para a M-Lap e o BH indicam um
maior teor de 4gua e ACNs adsorvido nas folhas de Lap, assim como liga¢des de hidrogénio
entre M-Lap e ACNs. Além disso, novas bandas foram detectadas para M-Lap em 1081, 965
e 806 cm™, relacionadas ao alongamento simétrio de Si-O, vibragdo de Si-O e alongamento
antissimétrico de Si-O, respectivamente, normalmente associados a silica amorfa
(MADEJOVA, 2003; ZIMOWSKA et al., 2013). Apesar da maior parte das bandas de ACN
serem sobrepostas pelas bandas e picos de Lap e silica amorfa, ainda foi possivel observar
duas bandas em 2923 e 2852 cm™ relacionadas ao alongamento de C-H, tipicamente
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encontrados em moléculas de antocianinas (SRIVASTAVA; VANKAR, 2010;
WAHYUNINGSIH et al., 2017).

Figura 10 — Espectro de FTIR das amostras
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(-) Laponita, (-) laponita modificada e (—) biohibrido. Fonte: Autor.

5.2.4.3 Difracdo de Raios X

Os difractogramas de raios x da Lap revelaram um padrdo de material cristalino com
varios picos de difracdo entre 20 = 4,8° ¢ 61° (Figura 11). Os picos mais importantes foram
observados em 20 = 7,3° (dgo1 = 12,9 A) € 60,9° (dygo = 1,59 A), associados com o espaco
entre discos e o carater trioctaédrico da Lap, respectivamente (BIPPUS; JABER; LEBEAU,
2009; VALENCIA et al., 2018). Assim como na Lap, M-Lap demonstrou picos de difragéo.
Entretanto, a intensidade destes picos foi menor, sugerindo uma reducdo na cristalinidade
(Figura 11). Notou-se também o aumento de d,o; na M-Lap para 184 A (20 = 4,8°),
indicando uma modificacdo no espacamento entre discos causado pela dilatacdo do silicato
(VALENCIA et al., 2018).
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Figura 11 — Difractogramas dos materiais analisados
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(-) Laponita, (-) laponita modificada e (-) biohibrido. Fonte: Autor.

Por outro lado, o BH possuiu um difractograma tipico de material amorfo (Figura
11), possuindo uma larga banda centrada em 20 = 22,5° e novamente o pico em 20 = 60,9°,
anteriormente observado em Lap e M-Lap (CAPELLO et al.,, 2019; LI et al., 2009;
PALKOVA et al., 2010; VALENCIA et al., 2016). N&o foi observado picos de difracio entre
20 = 3,0° e 7,0° nos difractogramas do BH, sugerindo que os discos de Lap podem estar a
pelo menos 29,4 A de distancia (valor calculado para 20 = 3°) como resultado da dilatacio
pela adsor¢do de 4gua e ACN (CAPELLO et al., 2019; RIBEIRO et al., 2018; VALENCIA et
al., 2018).

5.2.4.4 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial

As curvas de TGA e DTA da Lap revelaram uma perda de massa em 76 °C,
associada a remocéo de agua livre (Figura 12A e B). Um pequeno pico na curva de DTA em
314 °C foi associada & decomposi¢do de compostos organicos na Lap (Figura 12B) (XIE et

al., 2001). Em relacdo & M-Lap e BH, as curvas de TGA/DTA revelaram dois eventos
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térmicos. O primeiro foi observado entre 85 e 95 °C, enquanto o segundo foi observado em
137 °C. Ambos foram associados a remogao de agua livre em ambas as amostras (CAPELLO
etal., 2019; OSORIO et al., 2010; TEIXEIRA-NETO et al., 2012).

Figura 12 — Perfil térmico das amostras
A 1004 B o0
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(-) Laponita, (-) laponita modificada e (-) biohibrido. Fonte: Autor.

De acordo com Xie et al. (2001), a perda de massa até 300 °C é relacionada a
remocao de agua da estrutura do nanosilicato. Desta maneira, Lap teve uma perda de massa de
aproximadamente 14 % em 300 °C, enquanto M-Lap e BH tiveram uma perda de 22 e 28 %
na mesma temperatura, respectivamente. No final do processo de aquecimento, a massa
residual (M,..s) para Lap, M-Lap e BH foi de 81, 68 e 72 %, respectivamente. Os valores
diferentes de M,.; para M-Lap e BH podem ser explicados pela formacdo de produtos
carbonéaceos apds a degradacdo das ACNs (CAICEDO CHACON et al., 2019).

5.2.4.5 Estabilidade do Biohibrido Frente a Luz

Os testes de fotodegradacdo foram realizados para analisar a mudanca de cor do BH
comparada a amostras controle (Lap e M-Lap). N&do houve mudancas na cor da Lap e da M-

Lap quando expostas a luz (p > 0,05), sugerindo que a cor da Lap e da M-Lap néo se alteram

sob luz visivel.
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Figura 13 — Pardmetros CIELab durante teste de fotodegradagdo do biohibrido
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Os valores de L*, a* e b* foram tipicos de material vermelho. Estes parametros
permaneceram constantes durante os 14 dias de anélise (p > 0,05), sugerindo que ndo houve
mudanca de cor quando o BH foi exposto a luz visivel (Figura 13). Os resultados do teste de
fotodegradacdo sugerem que as ACNs do BH possuem alta estabilidade a luz. Portanto, o BH
poderia ser utilizado como corante alimentar para preservar a coloracdo avermelhada em

produtos alimenticios.

5.2.4.6 Estabilidade do Biohibrido Frente ao pH

A mudanca de cor do BH foi testada por imersdo de amostras em solugfes tampéo
com pH entre 1 e 13. N&o houve mudanga de cor quando o BH foi imerso em pH de 1 a 7,
possuindo uma coloracdo avermelhada, indicando que as ACNs permaneceram na forma de
cation flavilium (Figura 14) (SANTOS-BUELGA; GONZALEZ-PARAMAS, 2005). Na faixa
entre pH 8 e 12, ACNs do BH foram oxidadas para a sua forma de base quinoidal, adquirindo
uma coloragédo azul. Por fim, o BH exibiu coloragcdo amarelada quando imerso em pH 13

devido a maior oxidacdo do pigmento, adquirindo a forma chalcona (Figura 14)
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(MOLDOVAN; DAVID, 2014; RODRIGUEZ-AMAYA, 2016). Baseado na mudanca de cor
do BH, é possivel sugerir a aplicacdo do material como um indicador colorimétrico do frescor
de camarfes, onde um aumento do pH (>7) é associado a formacdo de compostos

nitrogenados (amoénia e aminas) neste produto (MERZ et al., 2020).
Figura 14 — Variagdo da cor do biohibrido com o pH
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Fonte: Autor.

5.2.4.7 Compostos Funcionais do Biohibrido

A dessorcdo de antocianinas e compostos fendlicos foi realizada em etanol
acidificado como informado na secdo 5.2.3. Os compostos obtidos na dessorcdo foram
analisados por TPC e capacidade antioxidante (DPPH).

O TPC dessorvido do BH foi 4,60 mg/mL, o que representa 42,7 % do TPC do
extrato de jamboldo (10,77 mg/mL). Os resultados foram considerados satisfatorios e
atribuidos aos compostos fenolicos encontrados no fruto do jamboldo (antocianina, acido
galico, catequina, &cido p-cumarico, entre outros) (TAVARES et al., 2016). Além disso,
argilas minerais absorvem seletivamente compostos fendlicos de extratos de plantas.
Montimorillonita (Mnt) pode absorver os principais compostos como acido galico (95,62 %),
rutina (38 %) e acido eléagico (5,40 %) do extrato de roma (BALOOCH et al., 2018).

A capacidade antioxidante dos compostos do extrato de jambolao e das ACNs no BH
inibiram 58,14 % e 70 % dos radicais DPPH, respectivamente. Portanto, 0s compostos
fenolicos adsorvidos na superficie da Lap mostraram uma melhor atividade antioxidante que
aquela do extrato aquoso, provavelmente devido a ndo degracdo das ACNs nestas condigdes.
Estes resultados vdo de acordo com os testes de cor. Moser, Souz e Nicoletti Telis (2017)
mostraram que ACNs encapsuladas de suco de uva foram mais estaveis que o0 extrato ndo
encapsulado. Gutiérrez, Ponce e Alvarez (2017) mostraram que o0 extrato de mirtilo
adicionado a Mnt conservou as propriedades antioxidantes das ACNs. Além disso, estudos
reportaram a reducdo da oxidacg&o lipidica em carnes revestidas com filmes de argila. Filmes

de quitosana e Mnt demonstraram melhores propriedades antimicrobianas e antioxidantes (LI
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et al., 2015; PIRES; DE SOUZA; FERNANDO, 2018). Entretanto, mais estudos sao
necessarios para entender as interacbes entre compostos ativos e argilas assim como sua

interacdo em alimentos, filmes e revestimentos.
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, antocianinas monoméricas (ACNs) do fruto do jamboldo foram
extraidas utilizando agua acidificada (100:1, H20:HCI) e recuperadas utilizando laponita
(Lap). O solvente se mostrou eficaz na extracdo do pigmento, sendo possivel extrair 1106,14
+ 12,41 mg de equivalentes cianidina-3-glucosideo/100 g de jamboldo seco. A Lap
demonstrou uma alta capacidade de adsorcdo de ACNSs, possuindo capacidade maxima de
adsorcéo de 15,98 mg equivalentes de cianidina-3-glucosideo por g de Lap, de acordo com o
modelo de Langmuir. O processo de adsorc¢do ndo dependeu da temperatura (entre 5 e 40 °C),
sendo completado nos cinco primeiros minutos de adsorcdo. Os modelos que melhor se
ajustaram aos dados experimentais foram o de pseudo-primeira ordem e isoterma de
Freundlich, definindo a adsor¢do de ACNs em Lap como um processo em multicamada, com
sitios heterogéneos e regido por ligacGes de hidrogénio, m — m e forcas de van der Waals.
Aproximadamente 93 % das ACNs do extrato de jambolao foram recuperados pela adsor¢édo
em Lap a 20 °C. O biohibrido (BH) formado apds a precipitacdo de ACNs e Lap demonstrou
caracteristicas amorfas e coloracdo avermelhada. Sua dessor¢do somente foi possivel em
etanol acidificado, dessorvendo cerca de 48 % das ACNs adsorvidas. A cor do BH foi
altamente estavel quando exposta a luz visivel, sugerindo que a Lap estabilizou ACNs em sua
estrutura. A cor do BH mudou de acordo com o pH que estava exposto, podendo ser utilizado
como material na fabricacdo de embalagens inteligentes. Ademais, o BH tem propriedades
antioxidantes, abrindo possibilidades para diversas aplicacbes como aditivo funcional na

industria alimenticia.

TRABALHOS FUTUROS

e Avaliar 0 uso de montmorillonita como adsorvente para antocianinas de jambol&o;

e Avaliar 0 uso do biohibrido como componente em embalagem inteligente;

e Estudar outras fontes de antocianinas que possam ser recuperadas pela adsor¢éo em
laponita;

e Estudar a adsorcédo de outros pigmentos naturais em laponita;

e Avaliar 0 uso do biohibrido como corante alimenticio.
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ARTICLE INFOQ ABSTRACT

Feywords: This study aims o develop and characlerize biohybrids (BEH) based on anthocysnins (ACNs) from jambolan
Food colorunts (Syzypium cumind) and laponiteE (Lap). ACNs from jambolan froil were extracted using an acidified water so
Narural plgmerss luticn at pE 1. ACMs were recoversd from extract using Lap as adsarbent betwesn 5 °C and 40°C. There was no
Trt=ligent mutcris significant effect {p > 0.05) of the temperatore on the adsorplion process of ACNs. Thus, the process was das
:ﬁ;ﬁ:ﬂ sified] as physical adsorption in helerogeneous sites where ACNs were stabilized by means of van der Wisals force,

E — K force, andd hydrogen bonding on the Lap surface. Afier adsorption, the BH powder appeared 10 have an
amarphous strocture and red color. However, the oolor changed at pH > 7. In addition, the obtained BH showed
antioxidant propertiss amd high stability when exposed 1o visible light imadiation. This ressarch reports new
information aboul the valorization and applicslion of ACKs from jambolan for food industrial applications.

1. Introduction allergic recponses due to the intake of synthetic pigments and the

attention deficit hyperactivity disorder in children (Amchova et al,

Synthetic pigments are uged to impart color in food products. These
compounds are more gtable and cheaper than natural pigmenta. How-
ever, in recent years thers iz increazsing consumer demand for more
natural and environmentally friendly food productz and additives.
Purthermore, recent studiez have observed a correlation between

Z015; Feketea & Toabouri, 2017) In thiz context, natural pigments such
ag anthocyaning (ACNz), carotenoids, and chlorophylls can be uzed to
replace synthetic pigments (Mortenzsen, 2006; Sigurdson et al., 20171
The ACNz are non-toxic pigments regponzible for the red, blue, and
purple color in fruits and vegetables. Conventional and unconventional

Abbrevigions: ACNs, Anthocyaning; &, Temkin constant (L/g); 4., Absorbance at &; BH, Bichybrid; b, Temkin constant (J/mol); Cs, Concentration of anthao.
cyanins in the desorplion solution (mg/L) at time | (mink C,, Concentration of anthocyaning al equilibrivm (mg LY Cm, Maximum possilde concentration of an-
thacyaning in the desorption solution (mgz/LY; .. Concentration of anthocyaning (mg /L) a1l ime zerog O, Concentration of anthocyaning (mg/L) & Gme { (min]; I,
Desorption ratio (%) DF, Dilulion Factor; DTA, Differential Thermal Analysis; EDS, Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy; & Dubinin-Radushkevich constant; g,
Maolar Extinction Coefficient (L cm-maol); PC, Folin-Ciocaltew; FTIR, Fourier Transform Infrared Spectroscopy; GAE, Gallic Acid Equivalents; k,, Psendo-first-order
kinetic model constant (1/min); k3, Psesdo-second -order kinetic model constant (g/mg-min); Ku, Dubinin-Radushkevich constant [n'l:l:_.-"h.rz:r. E:, Freundlich con-
stamt (L=t 10y K, Langmuir constant (L/myg); L, Optical Path Length (em); Lap, Laponite®; M-Lap, Modified Laponitef; M, Residual mass; M, Molecular
weizht of cyanidin3-ghieoside (g/maol); n, Adsorption intensity (dimengionless); N, Reflection order (dimensionless); Qu, Desorplion capacity (mg/gl; Qu, Amoumnt of
anthocyaning adsorbed onto Laponite® (mg/g) al equilibrium; Ceyp, Amount of anthocyaning adsorbed onio Laponile® (mg/z) al contact time @ {min) for experi
mental data; 0, Maximum thearical sdsorption capacity (mg/gk Q. Theorcal saturation capacity (mg/gk Q. Amount of anthocyaning adsorbed onto Laponile®
(mg g} al contact time | (min) for kinetic models; B, Universal gas constant (J/mol-K); SEM, Scamning Electrom Microscopy; T, Temperture (K); TAC, Totdd
Anthocysnin Content (mg/LE; TGA, Thermogravimedric Analysis; TPC, Todal Phenolic Contents (mg of Gallic Acid Equivalents/mL of solution); V, Volume of
anthocyanin extrsct (LY Vs, Volume of desorption solation (L), W, Weight of dry Laponit=® (g W, Dry weight of biohybrid powder (g); XRD, X-Bay Diffraction; &,
Wavelength (nm).
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