UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Betina Luiza Koop

Desenvolvimento de compésitos a base de compostos bioativos do jambolao
(Syzygium cumini (L.) Skeels) e montmorilonita: estudo da interagao

bioativo/argila para aplicagao em alimento e embalagem

Floriandpolis
2022



Betina Luiza Koop

Desenvolvimento de compdsitos a base de compostos bioativos do jambolao
(Syzygium cumini (L.) Skeels) e montmorilonita: estudo da interagao

bioativo/argila para aplicagao em alimento e embalagem

Tese submetida ao Programa de Pdés-graduagao
em Engenharia de Alimentos da Universidade
Federal de Santa Catarina para obtengao do titulo
de doutora em engenharia de alimentos.

Orientador: Prof?. Dr2. Alcilene Rodrigues M. Fritz
Coorientador: Prof. Dr. German Ayala Valencia.

Floriandpolis
2022



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do Programa de Geragao
Automatica da Biblioteca Universitaria da UFSC.

Koop, Betina Luiza

Desenvolvimento de compdsitos & base de compostos
bicativos do jambol&do (Syzygium cumini (L.) Skeels) e
montmorilonita: estudo da interacdoc bicativo/argila para
aplicacdo em alimento e embalagem / Betina Luiza Koop ;
orientador, Alcilene Rodrigues Monteiro Fritz ,
coorientador, German Ayala Valencia, 2022.

172 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro Tecnolégico, Programa de Pds-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos, Floriandpolis, 2022.

Inclui referéncias.

1. Engenharia de Alimentos. 2. Compostos bicativos;
Corante natural; Argilas minerais; Propriedades
antioxidantes; Efeito anti-inflamatério.. I. Fritz ,
Alcilene Rodrigues Monteirco . II. Valencia, German Ayala
III. Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de
Pés-Graduacdo em Engenharia de Alimentos. IV. Titulo.




Betina Luiza Koop

Desenvolvimento de compdsitos a base de compostos bioativos do jambolao
(Syzygium cumini (L.) Skeels) e montmorilonita: estudo da interagao

bioativo/argila para aplicagcao em alimento e embalagem

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Profa. Dra Alcilene Rodrigues Monteiro Fritz - Presidente - UFSC
Prof. Dr. Acacio Antonio Ferreira Zielinski - Membro interno - UFSC
Prof. Dra Silvani Verruck - Membro externo - UFSC

Prof. Dra Simone Hickmann Fl6res - Membro externo - UFRGS

Certificamos que esta é a versédo original e final do trabalho de concluséo que foi

julgado adequado para obtencéo do titulo de doutora em Engenharia de Alimentos.

Documento assinado digitalmente

Sandra Regina Salvador Ferreira

Data: 07/12/2022 07:48:04-0300

CPF: ***.352.079-*"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Dra Sandra Regina Salvador Ferreira

Coordenadora do Programa

Documento assinado digitalmente

ALCILENE RODRIGUES MONTEIRO FRITZ
Data: 07/12/2022 08:47:35-0300
CPF:***.697.122-"

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Profa. Dra Alcilene Rodrigues Monteiro Fritz

Orientadora

Floriandpolis, 2022.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, por me conceder for¢ca e protegcdo! Aos meus pais, pelo
amor e carinho incondicional, pela educacao e apoio, por ndo medirem esforgos para
me ajudar em todos os momentos. Aos meus irmaos, cunhado (a), pela nossa
amizade, por todo apoio e companheirismo.

Ao meu noivo, Mateus Antonio Knapp, por estar sempre disponivel a me
ajudar, pela paciéncia, apoio e incentivo. A toda minha familia e amigos que sempre
me dao forgas para continuar.

Agradeco a minha orientadora Prof. Dra. Alcilene Rodrigues Monteiro € ao
meu Coorientador German Ayala Valencia, pela confianga, oportunidade,
conhecimentos compartilhados e por todo apoio prestado no desenvolvimento da tese.

Agradeco aos meus colegas e amigos de laboratério (PROFI) pela amizade,
companheirismo, pelo conhecimento compartilhado e por toda ajuda. Agradego aos
integrantes do grupo de pesquisa NanoBioFood, pela amizade, ajuda e por todos os
conhecimentos compartilhados.

Agradeco aos Professores: Marco Di Luccio, Vania Zanella Pinto, Luciano
Tormen, Eduardo Monguilhott Dalmarco e Silvani Verruck pela colaboragdo no
trabalho e disponibilidade de uso de seus laboratérios para realizagdo dos
experimentos.

Ao laboratério PROFI, onde foi realizada a maior dos experimentos, por dar
suporte e condi¢bes para realizacdo do trabalho. A Central de Analises do EQA,
LINDEN, LCME pela disponibilidade de equipamentos e suporte necessarios para
realizagao das analises.

A UFSC e ao PPGEAL pela oportunidade de realizar este trabalho. Agradeco
a Universidade Federal de Santa Catarina, a CAPES e ao CNPq, pelo suporte
financeiro e ensino de qualidade.

Aos demais professores do Programa de Pés-Graduagao em Engenharia de
Alimentos pelos ensinamentos. A todos que de alguma forma contribuiram para

realizac&o deste trabalho, muito obrigada!


https://www.researchgate.net/profile/German-Ayala-Valencia-2
https://www.researchgate.net/profile/Marco-Luccio
https://www.researchgate.net/profile/Vania-Zanella-Pinto
https://www.researchgate.net/profile/Luciano-Tormen
https://www.researchgate.net/profile/Luciano-Tormen

RESUMO

O jamboldo € uma fruta exdtica, pouco valorizada e rica em compostos bioativos,
como as antocianinas, o acido galico e a catequina que possuem propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias. Estudos que possam mostrar a importancia dos
compostos dessa matéria-prima, a partir da sua recuperagao, permitira a valorizagao
deste fruto, ainda ndo comercializado para consumo de mesa e/ou para fins
industriais. Um dos compostos identificados como majoritarios na polpa de jambolao
sdo as antocianinas, pigmentos naturais, que podem ser utilizados na industria de
alimentos, farmacéutica, de embalagens e de cosméticos, principalmente como
corante em alimentos, mas também como um ingrediente ativo. Entretanto, as
antocianinas se degradam na presencga de luz, alta temperatura (> 40 °C), pH alcalino
e oxigénio. A protecdo destes compostos é essencial para a manutengdo de sua
efetividade. Neste contexto, esta pesquisa se propOs a extrair e proteger as
antocianinas da polpa de jamboldo, desenvolvendo um material biohibrido, por
intercalacdo dos compostos bioativos em uma matriz adsorvente. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver, caracterizar e aplicar um biohibrido a base de
compostos bioativos do extrato de jamboldo e montmorilonita. Para alcancar o
objetivo, a pesquisa foi realizada em etapas, conforme apresentadas a seguir. Na
etapa 1: foi realizada a extragdo dos compostos bioativos da polpa e casca dos frutos
pelo método solido-liquido usando agua destilada e acido citrico (1%). O extrato foi
caracterizado quanto sua composicdo quimica em que foram identificados os
compostos fendlicos, catequina e acido galico, e também foram identificadas
antocianinas, como petunidina, malvidina e delfinidina, 3,5-diglicosideo, responsaveis
pelas propriedades bioativas do extrato. A partir desse resultado, seguiu-se para a
etapa 2, com o objetivo de proteger os compostos bioativos, um material biohibrido foi
produzido usando montmorilonita e extrato de jambolao e o estudo da adsorgao e
dessorgao dos compostos bioativos do extrato na argila (montmorilonita) a diferentes
temperaturas (10, 20 e 30 °C) e pHs (1,5; 2,5 e 3,5) foi realizado. Foi analisado
também, a efetividade do material quanto suas atividades bioldgicas. O biohibrido
obtido apresentou coloracdo rosa e estavel em condigdbes controladas de
armazenamento a 5 e 25 °C por 60 dias. Além disso, apresentou propriedade
antioxidante por DPPH e efeito anti-inflamatério com reducao significativa de 6xido
nitrico e citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-13. Na etapa seguinte, balas de
gelatina foram desenvolvidas usando o extrato ou o biohibrido como corante natural.
Foram analisadas as propriedades fisico-quimicas das balas e sua digestibilidade em
modelo de digestdo in vitro. As balas de gelatina com biohibrido apresentaram
coloragao roxa intensa e maior estabilidade quando comparadas as balas com extrato.
O biohibrido protegeu as balas quanto a cor, fendlicos totais, antocianinas e
proporcionou liberagdo controlada dos compostos bioativos durante a digestdo. As
fracbes de compostos bioativos das balas foram identificadas na fase intestinal,
indicando que estao acessiveis e podem exercer sua bioatividade. Na terceira e ultima
etapa o biohibrido foi aplicado em indicadores a base de amido produzidos por
termocompressao. O biohibrido foi bem disperso na matriz de amido, de acordo com
os resultados de sua morfologia e o indicador inteligente desenvolvido apresentou
propriedades como mudanca de cor em diferentes pH’s (acido e basico) e sob vapor
de amoénia, resultado semelhante também foi observado para o extrato de jambolao.
Assim, uma das aplicacbes desse material pode ser no monitoramento da qualidade
de produtos carneos durante o armazenamento.



Palavras-chave: Compostos bioativos; Corante natural; Argilas minerais;
Propriedades antioxidantes; Efeito anti-inflamatério.



ABSTRACT

Jambolan is an exotic fruit that is undervalued and rich in bioactive compounds, such
as anthocyanins, gallic acid, and catechin, which have antioxidant and anti-
inflammatory properties. Studies showing the importance of the compounds of this raw
material from its recovery will allow the valorization of this fruit, which is not yet
commercialized for table consumption and/or industrial purposes. One of the
compounds identified as the majority in jambolan pulp are anthocyanins, natural
pigments, which can be used in the food, pharmaceutical, packaging, and cosmetics
industries, mainly as a coloring agent in foods but also as an active ingredient.
However, anthocyanins degrade in the presence of light, high temperature (> 40 °C),
alkaline pH, and oxygen. The protection of these compounds is essential to maintain
their effectiveness. In this context, this research aimed to extract and protect
anthocyanins from jambolan pulp, developing a biohybrid material by intercalating the
bioactive compounds in an adsorbent matrix. Therefore, this work aimed to develop,
characterize and apply a biohybrid based on bioactive compounds from jambolan
extracts and montmorillonite. The research was carried out in stages to achieve the
objective, as shown below. Stage 1: the extraction of the bioactive compounds from
the pulp and peel of the fruits was carried out by the solid-liquid method using distilled
water and citric acid (1%). The extract was characterized by its chemical composition,
in which compounds such as catechin and gallic acid were identified, and anthocyanins
such as petunidin, malvidin, and delphinidin, 3,5-diglycoside, responsible for the
bioactive properties of the extract were also identified. From this result, we proceeded
to step 2. In order to protect the bioactive compounds, a biohybrid material was
produced using montmorillonite and jambolan extract, and the study of the adsorption
and desorption of bioactive compounds onto clay (montmorillonite) at different
temperatures (10, 20, and 30 °C) and pHs (1.5; 2.5 and 3.5) was carried out. It also
analyzed the effectiveness of the material regarding its biological activities. The
biohybrid obtained showed a pink color and was stable under controlled storage
conditions at 5 and 25 °C for 60 days. In addition, it showed antioxidant properties by
DPPH and an anti-inflammatory effect with a significant reduction of nitric oxide and
pro-inflammatory cytokines IL-6, TNF-a, and IL-1[3. In the next step, gelatin candies
were developed using the extract or the biohybrid as a natural dye. The
physicochemical properties of the candies and their digestibility were analyzed in an in
vitro digestion model. Gelatin candies with biohybrid showed intense purple color and
greater stability when compared to candies with the extract. The biohybrid protected
the candies in terms of color, total phenolic compounds, and anthocyanins and
provided controlled release of bioactive compounds during digestion. The fractions of
bioactive compounds in the candies were identified in the intestinal phase, indicating
that they are available and can exert their bioactivity. In the third and last step, the
biohybrid was applied to indicators based on starch produced by thermocompression.
The biohybrid was well dispersed in the starch matrix, according to the results of its
morphology, and the intelligent indicator developed showed properties such as color
change at different pH's (acidic and basic), and under ammonia vapor, a similar result
was also observed for jambolan extract. Thus, one of the applications of this material
can be in monitoring the quality of meat products during storage.

Keywords: Bioactive compounds. Natural dye. Mineral clays. Antioxidant properties.
Anti-inflammatory effect.
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DIAGRAMA CONCEITUAL

Por que do presente estudo?

- O jambol&o é uma fruta rica em compostos bioativos com potencial para aplicagéo
como corante natural,

- O fruto de jambolao nao é comercializado para consumo de mesa e/ou para fins
industriais,

- Antocianinas majoritarias no fruto s&o instaveis a temperaturas > 40 °C, pH neutro
e alcalino e na presencga de oxigénio,

- A intercalagao dos compostos bioativos em argilas promove sua estabilizagao,

- A montmorilonita é uma argila natural e ndo toxica que pode ser aplicada em

alimentos.

O que ja foi feito?

- Biohibridos de extrato de acgai, mirtilo e batata doce roxa foram obtidos pela
intercalacdo em montmorilonita, estes estudos se concentraram na caracterizagao
fisico-quimica dos biohibridos. A bioacessibilidade de antocianinas e extrato de
cereja foi avaliada por digestdo gastrointestinal in vitro (GUTIERREZ; PONCE;
ALVAREZ, 2017; LI et al.,, 2019a; OGAWA et al., 2017; SINGH; KITTS, 2019;
TEIXEIRA-NETO et al., 2012).

Contribuicao do estudo: disponibilizar dados de adsor¢do e dessorgdo de
antocianinas (ACNs) na argila, respostas quanto: as propriedades funcionais, o
comportamento da digestao gastrointestinal in vitro, a estabilidade do biohibrido
sob luz e temperatura e quando aplicado em alimentos e como indicador inteligente

em embalagens.

Hipoteses

- E possivel adsorver os compostos bioativos do extrato na argila montmorilonita,
- E possivel melhorar a estabilidade dos compostos adsorvidos em relagdo as
condigdes ambientais (temperatura e luz),

- A cor, atividade antioxidante e anti-inflamatéria sdo preservadas no biohibrido,

- As propriedades funcionais do biohibrido sdo preservadas quando aplicado em
alimentos,

- E possivel aplicar o biohibrido em filmes de amido como indicador inteligente.

Métodos experimentais




- Extragao e identificagdo dos compostos bioativos do fruto de jamboléo,

- Estudo da adsorcéo e dessor¢ao das ACNs do extrato em montmorilonita,

- Avaliacdo das propriedades funcionais do biohibrido através da atividade
antioxidante e anti-inflamatéria,

- Avaliagao da estabilidade do biohibrido em condi¢gbes de armazenamento (5 e 25
°C por 60 dias),

- Aplicacéo do biohibrido e extrato como corante na produgao de balas a base de
gelatina,

- Estudo de digestibilidade das balas em modelo de digestao in vitro,

- Aplicacdo do biohibrido em indicadores inteligentes produzidos por

termocompressao utilizando amido de mandioca.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGAO

A tendéncia do consumo de alimentos naturais, como consequéncia das
mudancgas no estilo de vida da populagdo em todo mundo, € um desafio para as
industrias de alimentos em disponibilizar produtos mais saudaveis e seguros ao
consumidor. A incorporagao de ingredientes alimentares, conhecidos como aditivos,
sao fundamentais para garantir a qualidade e seguranca dos alimentos. Os aditivos
sdo adicionados intencionalmente para conferir funcionalidades tecnoldgicas,
aumentar o prazo de validade e/ou melhorar as propriedades fisico-quimicas,
sensoriais e microbiolégicas, bem como propriedades nutricionais (ALBUQUERQUE
et al., 2020).

Neste contexto, compostos bioativos especialmente antocianinas ganham
grande destaque, pois podem ser aplicadas como antioxidantes, corantes naturais e
antimicrobianos (PANGHAL et al., 2019). Os corantes s&o utilizados para melhorar a
qualidade sensorial dos alimentos em relagao a cor, que sofre degradagao durante o
processamento e € um dos atributos mais importantes na aceitabilidade e decisao de
compra do consumidor (FREITAS-SA et al., 2018).

O jambolao (Syzygium cumini (L.) Skeels) € uma excelente fonte alternativa
de corantes naturais. Os principais compostos do fruto sdo as antocianinas, um grupo
de pigmentos fendlicos soluveis em agua, capazes de produzir cores vivas e atraentes
(vermelho/roxa) que variam em funcdo do pH; devido a sua nao toxicidade sao
aplicadas como corante alimentar, por exemplo em iogurte (FREITAS-SA et al., 2018;
RODRIGUEZ-AMAYA, 2019; TAVARES et al., 2016). Além disso, o fruto apresenta
outros compostos fendlicos, como acido galico e catequina. Estes compostos |he
conferem atividade antioxidante e anti-inflamatéria. A atividade antioxidante do
jamboldo foi avaliada em estudos in vitro, e aplicado em alimentos, como ingrediente
funcional em macarrdo, demonstrando reduc¢do do radical DPPH (PANGHAL et al.,
2019), ja a adigao do extrato em linguica fresca néo apresentou redugéo da oxidagao
lipidica (PEREIRA et al., 2019). Além disso os frutos de jambol&do sdo reconhecidos
por sua atividade anti-inflamatdéria, com potencial anticancerigeno, antidiabético e
antiobesidade (ABDIN et al.,, 2020; QAMAR et al., 2022). No entanto os poucos
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estudos existentes da aplicacdo do jamboldo em alimentos séo insuficientes para
consolidar seu potencial.

No Brasil este fruto € inexplorado, e seu consumo é na forma in natura na
regido nordeste, sem relatos de comercializagdo. Entre os obstaculos do uso do
jambolao como matéria-prima na industria de alimentos, sao a falta de produgcéo em
larga escala, periodo de colheita curto (2 meses por ano) e alta perecibilidade (DE
CARVALHO et al., 2017; TAVARES et al., 2020).

Para obtenc&o de corantes naturais de frutas a primeira etapa é a extragdo. A
técnica mais utilizada para extragdo de compostos bioativos do fruto de jambolao é a
extracao solido-liquido, uma técnica de baixo custo e simples execugio. Além disso,
antocianinas sao compostos hidrofilicos, podendo ser extraidas com o uso de agua, e
a adicao de acido ao solvente promove maior recuperagado dos compostos (BARROS
et al., 2019). No entanto os compostos extraidos encontram-se diluidos no solvente,
assim o processo de separagdo por membranas € uma técnica eficiente para
concentrar os compostos bioativos, e como vantagem nao utiliza temperatura (KELLY;
KELLY; O'MAHONY, 2019).

Extratos concentrados de frutas sdo uma 6tima fonte de pigmentos com uma
variedade de cores para aplicagdo em produtos alimenticios, contudo sua aplicagao
ainda é desafiadora, uma vez que esses compostos apresentam baixa estabilidade a
condi¢gdes de processamento e armazenamento (temperatura, oxigénio, pH e luz) de
alimentos, além de questdes relacionadas ao fornecimento de frutas alternativas como
0 jambolao (ALBUQUERQUE et al., 2020).

O desenvolvimento de pigmentos biohibridos (BH) que combinam
antocianinas a substratos inorgénicos, como argilas minerais, por intercalagao, tém
sido amplamente investigados para reverter essas limitagdes e proteger os compostos
do ambiente externo. Este campo de pesquisa cresceu a partir de estudos sobre o
primeiro e mais famoso exemplo de biohibrido, o Maya blue, composto por argilas
minerais (paligorsquita, sepiolita e atapulgita) e corante indigo (VAN OLPHEN, 1966).

Na literatura diversos estudos tém reportado a adsor¢cdo de antocianinas
utilizando argilas minerais tais como saponita, sepiolita, haloisita, caulinita e
montmorilonita. Nestas pesquisas foram avaliadas as caracterizagdes fisico-quimicas,
atividade antioxidante, antimicrobiana, fotoestabilidade, alteragdes de cor com o pH,

estabilidade em meio alcalino e reversibilidade acido/base (BRANDAO LIMA et al.,
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2020; GUTIERREZ; PONCE; ALVAREZ, 2017; LI et al., 2019a). No entanto os
estudos ndo avaliaram a estabilidade do biohibrido em condi¢bes de armazenamento
e a aplicagdo em alimentos e embalagem. Além disso, poucos estudos avaliaram a
cinética de adsorgao/dessor¢cao dos compostos bioativos na argila. A montmorilonita
foi a argila escolhida para adsorgao do extrato de jambolao, pois € uma argila natural,
livre de toxinas e amplamente aplicada em medicamentos, além de ser biodegradavel
e barata (MASSARO et al., 2018).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Produzir, caracterizar e aplicar um biohibrido a base de extrato de jambolao (Syzygium

cumini (L.) Skeels) e montmorilonita.

1.1.2 Objetivos especificos

e Extrair e concentrar o extrato de jambol&o por ultra e nanofiltragéo,

e Caracterizar as fragdes de extrato de jambolao concentradas por membranas,

e Estudar o efeito do tempo, temperatura e pH no mecanismo de adsor¢cao das ACNs
na montmorilonita,

e Estudar a dessorcdo dos compostos em fluidos simuladores de alimentos
(hidrofébicos, hidrofilicos e acidos),

e Caracterizar as propriedades antioxidantes do BH,

e Avaliar o efeito anti-inflamatério in vitro dos compostos bioativos do fruto de
jambolao (biohibrido e extrato),

e Avaliar a estabilidade do BH no armazenamento em relagao a temperatura,

e Aplicar o extrato e o BH como corante natural em balas de gelatina,

e Caracterizar as balas de gelatina e verificar a estabilidade durante o
armazenamento,

e Estudar a digestibilidade in vitro dos compostos presentes nas balas de gelatina

ao longo do sistema gastrointestinal,
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e Produzir indicadores inteligentes por termocompressdo utilizando amido de

mandioca, glicerol e pigmento biohibrido.
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CAPITULO 2

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo apresentados os principais assuntos pertinentes a esta
tese. Primeiramente informagdes referentes ao fruto estudado: jamboldo, suas
principais caracteristicas e aplicagdes. Antocianinas do fruto, estrutura e estabilidade.
Recuperacéao, concentragao e estabilizagdo de compostos bioativos do fruto. Além da
avaliagao da biodisponibilidade dos compostos bioativos quando ingeridos. Parte da
revisdo de literatura é baseada no artigo ja publicado pela autora: Flavonoids,

anthocyanins, betalains, curcumin, and carotenoids: Sources, classification and

enhanced stabilization by encapsulation and adsorption. Publicado na revista Food

Research International, disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110929.

2.1 JAMBOLAO (SYZYGIUM CUMINI (L.) SKEELS)

Jambolao (Syzygium cumini (L.) Skeels) € uma arvore pertencente a familia
Myrtaceae, originaria da india e amplamente distribuida no continente africano e na
Ameérica Latina devido a sua adaptacgao a climas tropicas e subtropicais. A maioria das
arvores frutiferas de jamboldo no Brasil sdo encontradas nas planicies costeiras,
serras e planaltos, crescendo em varios tipos de solo. Diferentes sinbnimos populares
sao utilizados para designar a espécie S. cumini: jambolao, azeitona-roxa e ameixa
preta (DE PAULO FARIAS et al., 2020; DE SOUSA SABINO; DE BRITO; DA SILVA
JUNIOR, 2018).

As frutas tém formato eliptico, sdo compostas por uma unica semente
medindo 1,5-3,5 cm de comprimento e 2 cm de diametro, possuem epicarpo fino, liso,
brilhante, aderente e coloragdo roxa. O mesocarpo € muito suculento e possui
coloragao branca a roxa de acordo com o periodo de maturacdo. O endocarpo €&
composto por uma unica semente de cor verde ou marrom (Figura 1) (DE PAULO
FARIAS et al., 2020).


https://www.sciencedirect.com/journal/food-research-international
https://www.sciencedirect.com/journal/food-research-international
https://doi.org/10.1016/j.foodres.2021.110929
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Figura 1 - Frutos de 'amboléo'maduros.

4 . v ‘

No Brasil, o jambolao tem origem doméstica sendo consumido in natura no
Nordeste, ainda nao existem relatos de sua comercializagdo e uso como matéria-
prima industrial. O jamboldo é considerado um fruto perecivel, especialmente pela
fragilidade de sua pele que oferece pouca protecao contra danos fisicos ou agentes
infecciosos, a vida util do jamboldo é de 2-3 dias sob refrigeracdo, além disso o
periodo de colheita é de aproximadamente dois meses (fevereiro/margo) portanto este
fruto é quase totalmente inutilizado (VENUGOPAL; CHERITA; ANU-APPAIAH, 2018).

Embora pouco consumido como fruto fresco ou processado, os frutos do
jambolao sdo uma importante fonte de nutrientes, sua composig¢ao é constituida por
proteinas, lipidios, fibras, carboidratos (glicose, frutose, maltose, sacarose, manose e
galactose), aminoacidos (cisteina, alanina, asparagina, glutamina e tirosina) vitaminas
(B1 tiamina, B2 riboflavina, C acido ascoérbico) e minerais (K, Ca, Zn, Mg, Fe, P, Na)
(DE SOUSA SABINO; DE BRITO; DA SILVA JUNIOR, 2018). Além disso, possui
inumeros compostos bioativos, como: flavonodis (rutina, miricetina), flavan-3-ols
(catequina, epicatequina), acidos fendlicos (acido galico, acido caféico) (CHANG,;
ALASALVAR; SHAHIDI, 2019; SERAGLIO et al., 2018; TAVARES et al., 2016), e
antocianinas, sendo as principais delfinidina 3,5-diglicosideo, petunidina 3,5-
diglicosideo e malvidina 3,5-diglicosideo, responsaveis pela coloragdo dos frutos
(FARIA; MARQUES; MERCADANTE, 2011; TAVARES et al., 2016).

Os principais compostos identificados em frutos de jamboldo nos ultimos 5
anos sao apresentados na Tabela 1, estes compostos conferem beneficios para a
saude humana como antioxidante, anti-inflamatério, antidiabético e antiviral ( DE

PAULO FARIAS et al., 2020), e possuem potencial como conservante (antimicrobiano
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e antioxidante), corante natural e ingrediente funcional para aplicagdo em alimentos
(PANGHAL et al., 2019; TAVARES et al., 2020). O extrato da fruta de jambolao
mostrou atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella Typhimurium, Shigella flexneri e contra a levedura

Candida albicans em modelos experimentais in vitro (HAQUE et al., 2017; SINGH et

al., 2016).

Tabela 1 - Estudos dos compostos identificados em frutos de jamboldo (2015-2020).

Partes do fruto

FT

ACNSs

Principais compostos
identificados

Referéncias

Polpa

206,9

213

Acido galico, acido
clorogénico, acido
ferulico, rutina,
miricetina, quercetina

Branco et al.
(2016)

Polpa liofilizada

1174

Acido galico, quercetina,
acido caféico, acido
sinapico, delfinidina

Singh et al.
(2016)

Fruto integral fresco

24,60 - 6,94
(malvidina
3,5-0-
diglicosideo)

ACN: delfinidina,
cianidina, petunidina,
peonidina e malvidina
diglicosideos.
Flavonoides: miricetina,
laricitrina, siringetina,
catequina, epicatequina
Fendlicos: acido galico,
acido elagico.

Tavares et
al. (2016)

Fruto integral fresco

1318,4

ACN: delfinidina,
cianidina, petunidina,
peonidina e malvidina
diglicosideos.

Miricetina e acido galico.

Lestario et
al. (2017)

Fruto integral
liofilizado

(estagio
intermediario/maduro)

1002,70-
957,72

552,94 -
869,30

Cumarina,
isoquercetina,
naringenina,

quercetina, pinobanksin,
siringaldeido, acidos:
caféico, clorogénico, p-
cumarico, galico,
siringico e sinapico.

Seraglio et
al. (2018)

Fonte: Autora (2020). ACNs: antocianinas monoméricas totais (mg EC3G/100 g) - EC3G: equivalente
de cianidina-3-glicosideo; FT: fendlicos totais (mg EAG/100 g) - EAG: equivalente de acido galico.

O potencial futuro dessa fruta como matéria-prima para o desenvolvimento
de produtos diferenciados, estdo apresentados na literatura como: producdo de
bebidas fermentadas(VENUGOPAL; CHERITA; ANU-APPAIAH, 2018), bebidas nao
alcodlicas (SOARES et al., 2019), sorvete (SOARES et al., 2018) e geleia (ASLAM et


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/staphylococcus-aureus
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al., 2019). Estudos das possiveis aplicagdes dos frutos de jambolao sdo apresentadas
na Tabela 2, bem como seus principais resultados. No entanto, o aproveitamento do
fruto de jamboldo e suas aplicagdes ndo foram amplamente estudadas.

Outros pesquisadores estudaram o uso de tecnologias alternativas para
melhorar a aplicagao do fruto de jamboldo como ingrediente alimentar em pé, devido
a maior versatilidade de seu uso pelas industrias (DE CARVALHO et al., 2017;
TAVARES et al.,, 2020). Desta forma o produto em pd pode ser utilizado na
substituicdo de corantes sintéticos, como antioxidante natural, indicador de pH
(embalagens), ingrediente em formulagdes farmacéuticas e no enriquecimento de
formulagdes alimenticias.

Contudo para a producao e uso de frutas alternativas em escala industrial
existem varios desafios a serem superados. A maioria das frutas exdticas nao
possuem um sistema de cultivo, dificultando o acesso e disponibilidade do
material. Além disso, as diferencas encontradas na composi¢cao dos frutos entre as
cultivares e os periodos de maturacao, podem influenciar no rendimento da extracao
e na estabilidade dos compostos. Outro fator € a menor estabilidade de extratos
naturais durante a extracédo, processamento de alimentos e prazo de validade do
produto, em relagdo ao calor, alteracbes de pH, presenca de luz, oxigénio e ions
metalicos, discutidos no préximo tépico (ALBUQUERQUE et al., 2020; RODRIGUEZ-
AMAYA, 2019).

Tabela 2 - Possiveis aplicagdes do fruto de jambolao na industria de alimentos.
Objetivo Principais resultados Referéncias
Aproveitamento do fruto de O fruto do jambolao mostrou-se
jambolao através da produgédo  favoravel a elaboragéo da
de geleia utilizando o albedo do geleia. No entanto, o aumento do

maracuja em substituicdo a teor de polpa de jambolao
pectina comercial. promoveu impacto negativo nas
. 2", Teles et al.
caracteristicas sensoriais, como (2021)
sabor adstringente, arenosidade
e granularidade. A formulagao
40/60 polpa/agucar; 0% acido
citrico e 3% albedo de maracuja
foi a melhor avaliada.
Avaliar a alteracao das Reducgdes de 7 a 9% na
antocianinas e flavonois do concentracado de antocianinas
: ~ i . Tavares et
suco de jamboldo em po6 nos pos foram observadas al. (2020)
produzido pelo método de apenas em fungao do tempo (150 '

secagem em leito de espuma dias) de armazenamento e nao
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durante o armazenamento (4,
25 e 35 °C/150 dias).

da temperatura, e pequenas
variagbes nas concentragdes
molares (qualitativamente das
antocianinas) foram observadas,
sem degradacgiao de compostos.

Desenvolver e caracterizar
filmes indicadores
colorimétricos, compostos de

As antocianinas do extrato de
jambolao ndo modificaram a
integridade fisica dos filmes, mas
afetaram a espessura e as
propriedades opticas dos

filmes. As antocianinas do filme

Litosana. alcool polivinilico e foram degradadas pela luz visivel Merz et al.
gntociamn’as o frutos o dentro de 336 h (14 dias)a 20  (2020)
jambolao preparados por C. O.S fll_mes contendo
castin antocianinas mostraram

9- mudangas visiveis da cor
vermelha para azul quando
usados para monitorar a frescura
do camarao (4 e 20 °C).
Utilizacao do extrato da pele de O |nd|cadqr de quahdgde
2mboldo para desenvolver um desenvolvido produziu respostas
Jindicador ge ualidade por confidveis em relacéo a Talukder et
imobilizacio 2m tiras dep apel deterioragdo com mudanca da al. (2020)
filtro ¢ pap coloragao de violeta escuro para
' amarelo devido alteracbes do pH.
Macarrdo com 30% de polpa foi
considerado o mais aceitavel (8,1
Elaboragao de macarrao £ 0,28 aceitagé_o global) e com
funcional com a incorporacéao melhqres .pr_oprledade.s .
da polpa de jambol3o & nutricionais; cinzas minerais
avaliacio da qualidade (1,98 £ 0,17%), fibras (5,35 + Panghal et
nutricignal fo‘ﬂo e 0,01%), antioxidantes (9,94 + al. (2019)
antioxidan”te e ac’{tributos’ 0,02% de reduggo do radical
e DPPH), teor de
sensoriais do produto. carotenoides (5487 + 1,99 ug /
100 g) e fendlicos totais (133,5 +
0,52 mg de EAG/100 g).
O extrato etandlico (50%)
apresentou maior atividade
Elaboragao de linguica fresca antl/oxtdante (IIEC5~O = 12,15
de frango com adico de mg/mL) em relagao ao extrato
. ~ aquoso (EC50 = 23,40 mg/mL). .
extrato de jambolao (polpa e o . Pereira et al.
0 A adicao do extrato etandlico (2-
casca - extrato etanolico e (2019)

aquoso) e avaliagao da
estabilidade.

4%) nao alterou a umidade, o
teor de proteinas, lipidios, pH e a
cor, mas acelerou a oxidagao
lipidica da linguica no
armazenamento.
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Os consumidores conseguiram
diferenciar as cores resultantes
do iogurte adicionado de
corantes sintéticos e pds de
jambolao e jabuticaba. Os
iogurtes com adigdo de jambolao
apresentaram menor aceitagao
de sabor 5,9 em relacido ao

iogurte de jabuticaba 6,9.
Fonte: Autora (2020). EC50 - quantidade de amostra necessaria para reduzir 50% do radical DPPH.

Investigar a interacéo frans
modal da cor na percepc¢ao do
sabor e na aceitagao pelo
consumidor de iogurtes
coloridos com pos de casca de
jabuticaba e jambolao.

Freitas-sa et
al. (2018)

2.2 ANTOCIANINAS: ESTRUTURA E ESTABILIDADE

Antocianinas sdo compostos bioativos pertencentes a classe dos flavonoides
obtidos de alimentos a base de plantas (frutas, flores e tecidos vegetais), pigmentos
soluveis em agua que possuem uma variedade de cores da rosa ao azul, dependendo
do pH do ambiente. As fontes naturais de antocianinas incluem todos os tipos de frutas
vermelhas e roxas (jamboldo, morango, amora; etc.) além de muitos vegetais de cor
escura, como cebola roxa, rabanete vermelho, feijao preto, berinjela, milho roxo,
repolho roxo, batata-doce roxa, etc. (TARONE; CAZARIN; MAROSTICA JUNIOR,
2020).

Estruturalmente as antocianinas sdo compostas por uma unidade aglicona
(Ce-Cs-Cs-antocianidinas) que consiste em um anel aromatico (A) ligado a um anel
heterociclico (C) com oxigénio, ligado por uma ligagdo carbono-carbono a um terceiro
anel aromatico (B) (Figura 2). Quando as antocianidinas sdo encontradas em sua
forma glicosidica (ligadas a uma porgao de agucar nas posi¢cdes 3 e 5) elas sao
conhecidas como antocianinas (ACNs). A glicosilagao resulta na formacao de uma
rede de ligagdo H intermolecular que ajuda a estabilizar a molécula de ACN, e evita a
degradagao de intermediarios instaveis em compostos de acido fendlico e aldeido,
além de melhorar sua solubilidade em agua (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009;
CELLI; TAN; SELIG, 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/yogurt
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Figura 2 - Estrutura basica das antocianidinas.

Antocianidina R4 Rs Re
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Malvidina OCHs OH OCHs

Pelargonidina H OH H
Peonidina OCHs OH H
Petunidina OCHs OH OH

Fonte: Adaptado de Celli, Tan e Selig (2018). Nota: R1, Rz, Rs ligagdo OH para todas as
antocianidinas.

Existem uma variedade de ACNs na natureza que podem diferir em relagao
ao tipo, numero e posicado das porgdes de agucar ligadas a estrutura principal e em
relagdo aos acidos alifaticos ou aromaticos ligados ao agucar na molécula. Glicose,
galactose, ramnose, arabinose, xilose e rutinose sao os grupos de agucares
frequentemente ligados a antocianidinas por substituicbes dos grupos hidroxila nas
posicoes 3 (isto €, 3-glicosideos) e 5 (isto é, 3,5-diglicosideos). Em certos casos,
esses grupos de agucares podem ser esterificados (acilados) com acidos alifaticos ou
aromaticos organicos (por exemplo, acidos cafeico, ferulico, cinamico, malénico,
acético e malico). A acilagdo com acidos orgéanicos também pode melhorar a
estabilidade das ACNSs, no entanto, a solubilidade em agua é reduzida (HE; GIUSTI,
2010). Cianidina, delfinidina, pelargonidina, peonidina, petunidina e malvidina sdo as
antocianidinas mais estudadas devido sua maior disponibilidade, suas estruturas
variam na substituicdo das posicdes (R4, Rs e Rs), de acordo com a Tabela 2
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

A estabilidade das ACNs é afetada por varios fatores como pH, temperatura
de armazenamento, estrutura quimica, concentracdo, luz, oxigénio e solventes. A
antocianidina mais estavel & a pelargonidina, seguida pela malvidina, peonidina,
petunidina, cianidina e delfinidina. Estas antocianinas tém sua estabilidade afetada

pelo padréao de substituicdo do anel B (Figura 2), diminuindo com grupos hidroxilas e
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aumentando com o numero de grupos metoxilas (SANTOS-BUELGA; GONZALES-
PARAMAS, 2018).

A estrutura quimica das ACNs muda em fung¢ao do pH no qual elas estédo
expostas. Sendo assim, em valores de pH < 2 o cation flaviium (AH?*,
laranja/vermelho) é a espécie predominante e contribui para as cores purpura e
vermelha. Em condi¢des acidas leves o AH* perde um préton que é convertido em
bases pela desprotonagdo de um dos trés grupos OH de acidos fendlicos (em C7, C4'
ou C5, nesta ordem), assim em valores de pH entre 2 e 4 as bases quinoidais (A,
azul/violeta) predominam (Figura 3). Quando o pH esta proximo da neutralidade, A
pode perder outro préton e formar sua forma ionizada A-. Também é possivel que em
pH > 2, 0 AH" se torne propenso a adigao de agua (hidratagdo) em C2, formando uma
pseudobase de carbinol ou hemiacetal (B, incolor) que se equilibra rapidamente com
Ccis (chalcona, amarela) que esta em equilibrio lento com Ctrans (Figura 3)
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; SANTOS-BUELGA; GONZALES-PARAMAS,
2018; TROUILLAS et al., 2016).
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Figura 3 - Transformacgdes estruturais de antocianinas em solugao acida para neutra.
OO

Anionic quinonoid base (A)

HO X 0 N W
OH
. g \\?/OH
B
HO 7~ J X
o “
Flavylium ion (AH") \\ A 'y
( \/ OR
-
OH
Ky -H0/+H* | +H,0/-H*

OH
HO o OH

Hemiketal (B) 0

ZoR

K OH
/ HO O O?—bR O OH

OH (Crs) -Chalcone (Cs) (Trans)-Chalcone (Cgrans)

Fonte: Trouillas et al. (2016).

Antocianinas sao termolabeis e o aumento da temperatura resulta na sua
degradagao, estudos da degradacdo isotérmica de antocianinas mostram uma
cinética de reacao de primeira ordem. A cinética de degradacao térmica para o suco
de jamboldo em po foi avaliada durante o armazenamento nas temperaturas de 4, 25
e 35 °C, foram encontrados valores de meia-vida de 630 (35 °C) a 2310 (4 °C) dias e
uma energia de ativagédo de 26,15 kJ/mol determinada pela equacao de Arrhenius. O
menor valor da constante de velocidade cinética (k) que indica a degradacao térmica
das antocianinas foi obtida para a temperatura de 4 °C (TAVARES et al., 2020).

Diferentes mecanismos de degradagdo de antocianinas em relacédo a
temperatura sdo sugeridos, a primeira via de degradacgédo € a hidrolise da ligagao
glicosidica (ligagdo com o agucar) da antocianina e formacéo de aglicona
(antocianidina, muito instavel) (SUN et al., 2011; TARONE; CAZARIN; MAROSTICA
JUNIOR, 2020). Para as antocianidinas delfinidina e petunidina a préxima etapa é
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abertura do anel C heterociclico para formar derivados de chalcona, apds os dois
anéis A das antocianidinas sdo degradados em cloroglucinaldeido, e o anel B da
delfinidina é clivado para formar o acido 3,4,5-trihidroxibenzdico, e o da petunidina se
divide para produzir acido 3-metoxi-4,5-di-hidroxibenzéico (Figura 4) (WANG et al.,
2019).

Figura 4 - Possiveis mecanismos de degradacgao para delfinidina e petunidina.

OH

OH
Ring openin,
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OH OH
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)
OH OCH;
Ring opening o
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Cleavage OH
Petunidin Petunidin chalcone 3-methoxy-4,5- dihydroxybenzoic acid
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Fonte: Wang et al. (2019).

A presenca de oxigénio pode acelerar a degradagédo das antocianinas por
meio de um mecanismo oxidativo direto e/ou pela acdo de enzimas oxidantes. Na
presenca de oxigénio, enzimas como a polifenoloxidase catalisam a oxidagao do acido
clorogénico e convertem em o-quinona que reage com as antocianinas para formar
produtos de coloragdo marrom instaveis (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011).

Em relacao ao efeito da luz, geralmente ¢é investigada a fotodegradacao dos
compostos dedicando-se principalmente em caracterizar o efeito da luz na
estabilidade da cor, observa-se diminuicao do teor de antocianinas sobre exposicao a
luz. No entanto, a luz também contribui para o acumulo de antocianinas em frutos que
depende da intensidade, duracédo da aplicacdo e qualidade da luz. Além disso, a luz
UV-C também é aplicada na descontaminacao da superficie de frutos (IOANNOU et
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al., 2012). Neste contexto, para superar as limitacdes de estabilidade das antocianinas
e possibilitar sua aplicagao técnicas de estabilizagdo como a adsorgdo de compostos

em argilas minerais estdo sendo estudadas.

2.3 ESTRATEGIAS PARA RECUPERACAO E CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS
BIOATIVOS

A primeira etapa para recuperagdo dos compostos bioativos de frutas e
residuos € a extracdo. Na extragao, a técnica empregada e o solvente utilizado sao
os principais fatores para maximizar a recuperacdo de compostos, evitando
substancias indesejadas.

A técnica mais estudada para extracdo de compostos bioativos da fruta de
jambolao é a extracao soélido-liquido. Todos os estudos realizaram a extragao da polpa
em po6 utilizando-se como solventes: alcool etilico/acido cloridrico (85:15), agua e
etanol acidificado com acido cloridrico e acido citrico, e temperatura de extracao
variando de 4-60 °C (DA SILVA et al., 2018; DO CARMO BRITO et al., 2017; MARAN
et al., 2015; MERZ et al., 2020). Outra técnica estudada foi a extragao supercritica
com didxido de carbono (MARAN; PRIYA; MANIKANDAN, 2014). E importante
observar que os solventes utilizados para extragao dos compostos devem ser seguros
para aplicagdo em alimentos (GRAS).

Os principais compostos do jambolao sdo as antocianinas (moléculas polares)
que podem ser extraidas eficientemente utilizando agua como solvente.
Recentemente demonstrou-se que a adicdo de acido a agua pode aumentar a
extragao dos compostos fendlicos e antocianinas (BARROS et al., 2019). De tal modo,
a agua acidificada € uma alternativa aos solventes organicos e nao apresenta
toxicidade para aplicacdo em formulagdes alimenticias e farmacéuticas. Porém, os
compostos bioativos encontram-se diluidos no solvente de extragdo, o que requer uma
etapa de concentragdo dos compostos, como concentragdo por membranas e
adsorgao (KELLY; KELLY; O'MAHONY, 2019).

O processo de separacdo por membranas € utilizado para concentrar,
separar, purificar e/ou eliminar substancias desejaveis ou indesejaveis. No caso dos
compostos ativos, como antocianinas, o uso de membranas €& desejavel por ser

considerada uma tecnologia limpa e economicamente viavel, com alta eficiéncia de
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separacgao, facil implementagcao e operacgao, baixo consumo de energia e pressao.
Além disso nao utiliza solventes e altas temperaturas, uma vantagem para aplicagao
em compostos termolabeis quando comparada com as técnicas convencionais de
concentragdo: evaporagdo e destilagdo (ANTONIA NUNES et al., 2019; MARTIN;
DIAZ-MONTANA; ASUERO, 2018).

A concentragao dos compostos bioativos é alcangada com base no tamanho
dos poros da membrana. As técnicas mais utilizadas para esses casos sao a
ultrafiltracdo (UF) que utiliza membranas que rejeitam as macromoléculas, e a
nanofiltragao (NF) que usa membranas que fracionam espécies organicas idnicas de
peso molecular relativamente baixo com didmetro molecular na faixa de 0,5 a 2 nm
(NAZIR et al.,, 2019). Ambas permitem separar moléculas de diferentes pesos
moleculares. A separagdo € realizada por uma barreira fisica a membrana,
impulsionada por uma forga motriz a pressao transmembranar. Neste processo uma
solugao (alimentagao) é separada em duas novas correntes, permeado e retentado
ou concentrado (Figura 5) (CASTRO-MUNOZ; FiLA, 2018).

Figura 5 - Processo de separagao por membranas de Ultrafiltracao (UF) e
Nanofiltracao (NF).

Ultrafiltracao Nanofiltracao

N

Fonte: Adaptado de Castro-Mufoz e Fila (2018). Nota: UF (2 - 100 nm tamanho de poro, 0,1 — 7 bar
pressao necessaria), NF (0,5 - 2 nm tamanho de poro, 3 - 25 bar pressao necesséria).

A aplicagdo de membranas para concentrar compostos bioativos soluveis em
agua e solventes organicos apresentou crescente interesse nos ultimos anos
(GUNATHILAKE, 2019). Varios estudos mostram a eficacia da UF e NF para
concentrar e fracionar compostos fendlicos e antocianinas de suco de morango
(Fragaria x ananassa Duch), extrato etandlico de agai (Euterpe edulis), extrato aquoso
de pequi (Caryocar brasiliense Camb.), e suco de sabugueiro (Sambucus nigra L.), 0s

concentrados apresentam alta capacidade antioxidante com potencial para aplicagéao
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como ingrediente funcional (AREND et al., 2017; DE SANTANA MAGALHAES et al.,
2019; TUNDIS et al., 2018; VIEIRA et al., 2018). Apenas um estudo da concentragéo
de antocianinas do suco de jamboldo combinando os processos de UF e NF foi
reportado na literatura (GHOSH et al., 2018). Embora o uso de membranas seja
eficiente, o maior desafio € o problema de incrustacbes que leva a uma perda
significativa na permeabilidade da membrana. A incrustacédo é observada pela
reducdo no fluxo de permeado, ou como um aumento na pressao transmembrana. A
interacao do soluto com a membrana € influenciada diretamente pela concentracao
de soluto na solugdo de alimentagcdo e pelo tamanho dos poros da membrana
(CASTRO-MUNOZ; FiLA, 2018; KELLY; KELLY; O’'MAHONY, 2019).

Para avaliar os mecanismos de incrustagdo modelos foram desenvolvidos
com base na equacdo de Hermia que identifica o mecanismo de incrustagdo na
superficie da membrana: bloqueio dos poros e/ou formagao de torta (ZHENG et al.,
2018). Logo avaliar os mecanismos de incrustacdo e os compostos adsorvidos séo

fatores importantes para escolha da membrana utilizada no processo de filtragéo.

2.3.1 Processo de adsorgao de compostos bioativos

A adsorgao é um processo de transferéncia de massa do soluto presente na
fase liquida para o adsorvente soélido formando um filme (adsorvido). Quando o
adsorvente entra em contato com um liquido contendo um soluto, a adsorgao ocorre
até atingir o equilibrio, ou seja, a saturagao da superficie do adsorvente. O processo
de adsorg¢ao pode ser dividido em dois tipos principais: adsorgao fisica e quimica. Na
adsorcdo fisica, o adsorvido adere a superficie por meio de interagdes
intermoleculares fracas como forgas de Van der Waals. Por outro lado, na adsorcéo
quimica, as moléculas aderem na superficie do material formando uma ligagao
quimica por meio da troca de elétrons (NGULUBE et al., 2017).

A adsorcdo € aplicada na recuperacdo de compostos fendlicos e na
separagao de antocianinas. Os adsorventes mais utilizados na recuperagao de
compostos fendlicos sdo as resinas macroporosas que permitem concentrar e
remover agucares da solucdo. Recentemente a adsor¢do de corantes naturais e
sintéticos em materiais hospedeiros inorganicos (argilas minerais) € reportada como

um método promissor para melhorar a estabilidade de compostos bioativos (KELLY;
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KELLY; O'MAHONY, 2019; TAGUCHI et al., 2018). O processo de recuperagao de

compostos bioativos por adsor¢ao em argilas é apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Processo de adsor¢ao de compostos bioativos com o uso de argilas.

ADSORCAO
[OXOR@)] L X N ]
O© OO Adsorbente Particulas ricasem ® @ @
000 compostos bioativos ® ® ®
OO0 o0e

Solucgéo rica em Solugéo pobre em

Adsorgao
compostos bloativos § compostos bloativos

Fonte: Adaptado de Luiza Koop et al. (2022).

Argilas minerais sdo materiais terrosos cristalinos naturais de granulometria
fina (~2 ym) compostos quimicamente de silicatos de aluminio hidratados, e minerais
essenciais, como: magnésio, ferro, calcio, potassio ou soédio, organizados em
diferentes camadas alternadas sobrepostas. Além dos minerais também podem
conter compostos organicos, como sais soluveis, particulas de quartzo, calcita, entre
outros minerais nao argilosos e componentes amorfos (MORAES et al., 2017).

As argilas minerais mais estudadas pertencem a familia dos filossilicatos
(folhas de silicatos lamelares hidratadas), e se diferenciam de acordo com a
combinagdo de suas folhas de silica tetraédrica (T) e alumina octaédrica (O), por
exemplo argilas 1:1 (T:O) caulinita e haloisita e 2:1 (T:O:T) montmorilonita e bentonita,
também conhecidas como nanoargilas (nanoclays) (SCHOONHEYDT; JOHNSTON;
BERGAYA, 2018).

As argilas possuem ions permutaveis em sua superficie, que levam a adsorgao
de cations e anions por troca ibnica, os ions encontrados na superficie das argilas
incluem H *, K *, Na*, Ca?*, Mg?*, NHs*, Cl", SO42~, PO4 3", e NO3", e a troca catidnica
ocorre prontamente sem afetar a estrutura da argila (HUANG et al., 2011). A
capacidade de adsorgao das argilas depende da carga negativa liquida na superficie,
da composicao, estrutura quimica, tamanho de poros e da area superficial das argilas
(NGULUBE et al., 2017).
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O primeiro estudo do uso de argila mineral para estabilizagdo de pigmentos, € o
Maya Blue, onde diferentes argilas minerais (paligorsquita, sepiolita e atapulgita) e
corantes organicos (maya blue e azul indigo) foram usados para preparar pigmentos
estaveis (VAN OLPHEN, 1966). Em relagdo a estabilizacdo de antocianinas por
argilas minerais, Li et al. (2019a) obtiveram pigmentos hibridos reversiveis em
acido/base por incorporagao de ACNs (extrato de mirtilo) em sepiolita, haloisita,
caolinita e montmorilonita; o estudo demonstrou a influéncia da composigéo da argila
nas propriedades de cor. ACN/sepiolita apresentou a melhor coloracdo, estabilidade
térmica e estabilidade quimica em diferentes meios: HCI, etanol anidro e NaOH. A
paligorsquita também foi estudada para fornecer aprimoramento na estabilidade das
ACNs, mostrando boa estabilidade térmica, quimica e reversibilidade (acido/basico)
(LI et al., 2019b).

Brandao Lima et al. (2020) e Lima et al. (2020) relataram a obtengao de
pigmentos hibridos reversiveis em acido/base preparados por incorporagao de ACNs
(corante de uvas vermelhas comercial) em saponita natural e modificada, com [3-
ciclodextrina, brometo de hexadeciltrimetilaménio e brometo de cetiltrimetilamonico.
O estudo demonstrou que a interagao eletrostatica da argila com as ACNs promoveu
maior estabilidade sob exposicédo a luz LED e protecdo ao oxigénio. A saponita
modificada com brometo de cetiltrimetilaménio estabilizou a forma de base quinoidal
(azul) das ACNs. Estes sdo os unicos estudos que avaliaram a estabilidade de argilas
no armazenamento, no entanto apenas alteracdes de cor com a exposicao a luz foram
verificadas.

A montmorilonita também foi estudada para estabilizagao de ACNs e a maioria
dos estudos se dedicou a caracterizagao fisico-quimica dos biohibridos, diferentes

estudos sao apresentados na Tabela 3.

2.3.2 Montmorilonita (Mnt)

A argila Mnt é um material inorganico natural pertence ao grupo das
esmectitas, obtida por meio da purificagdo da bentonita pura, composta por quartzo,
cristobalita, feldspato e zedlitos, sendo a Mnt o principal componente. Sua estrutura é

composta por uma camada de argila 2:1 com cations permutaveis entre as camadas
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e formula quimica ((Na, Ca)os3(Al, Mg)2[SisO10](OH)2-nH20)) (MACHADO; DE
FREITAS; WYPYCH, 2019; UDDIN, 2008).

A camada de argila 2:1 consiste em duas folhas de silica tetraédricas (T)
imprensando uma folha octaédrica de alumina (O). Devido a substituicdo isomdérfica
(por exemplo, AlI** para Si** na folha T e/ou AI** para Mg?* na folha O) uma carga
liquida negativa em excesso é gerada, que comumente € balanceada pela adsorgao
de cations, como Li*, Na*e Ca?* entre as camadas, esses cations podem ser
facilmente substituidos por outros cations orgéanicos ou inorganicos (Figura 7) (PARK
et al., 2016). As particulas de Mnt apresentam forma de placa (1 nm de espessura e
0,2-2 microns de didmetro) e adsor¢cdo pode ocorrer de trés formas: na superficie

externa, nas bordas e no espacgo entre as camadas (JAYRAJSINH et al., 2017).

Tetraedro de silica
Folha oclaédrica —» .
Folha tetraédrica — d q
8.
Octaedro de alumina

cations permutaveis
0

OH
Si

® o © O

Al

Fonte: Adaptado de Park et al. (2016).

A Mnt se destaca pela versatilidade de aplicacbes em diferentes areas:
farmacéutica, cosmética e alimentos. As industrias farmacéuticas e cosmeéticas
utilizam argilas minerais como excipiente ou estabilizante de emulsdes (cremes),
suspensdes fluidas (administragdo topica) e para liberagdo controlada em
comprimidos e capsulas (VISERAS et al., 2010). Muitos estudos utilizaram a argila
como agente ativo para administracdo de medicamentos, pois a interagao argila-droga
pode aumentar a estabilidade in vivo, bem como na circulagado sanguinea, e também
pode melhorar a solubilidade dos medicamentos e proporcionar liberacao controlada

de moléculas bioativas (PARK et al., 2016). Por exemplo, hibridos a base de Mnt e
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dexibuprofeno (anti-inflamatério) mostram alta capacidade de ligagdo do farmaco a
argila com perfil de liberagdo sustentada por 12 h (LI et al., 2018). Nanocompdsitos
de Mnt/extrato aquoso de urtiga foram elaborados para aprimorar seus efeitos
terapéuticos antiglicacdo (in vivo) e possibilitaram aumento da biodisponibilidade
(RUTAKHLI; SABAHI; RIAZI, 2019). Além disso, € importante notar que a Mnt foi
comprovada com baixa toxicidade por estudos in vivo, e pode ser considerada segura
para ingestdo de medicamentos orais com aprovagdo da FDA (Food and Drug
Administration) (MASSARO et al., 2018; VISERAS et al., 2010).

Na area de alimentos a Mnt é utilizada para remocgao/recuperacéo de
compostos fendlicos de residuos industriais, por exemplo Balooch et al. (2018)
estudou a adsorgéo de compostos fendlicos (antifungicos) de residuos industriais das
cascas e sementes de roma em Mnt. Para descafeinagcdo de chas e cafés, como
extrato de cha verde e extrato de café (SHIONO et al.,, 2017a, 2017b). Em
embalagens, devido a disponibilidade na natureza, alta estabilidade, baixo custo e a
pequena quantidade de Mnt (menos de 10%) necessaria para aprimorar as
propriedades funcionais de filmes (SOTHORNVIT, 2019). A Mnt foi utilizada para
estabilizar pigmentos de antocianinas em filmes de gelatina contendo suco de acerola
(RIBEIRO et al., 2018a). Além disso, filmes de quitosana tiveram suas propriedades
antimicrobianas e antioxidantes melhoradas pela introdugao de Mnt (2,5%) reduzindo
a oxidacao lipidica de carne de aves refrigerada pela metade e a contaminagéo
microbiolégica entre 6 e 16%, em relacdo ao controle (PIRES; DE SOUZA;
FERNANDO, 2018).

Atualmente é de grande interesse aprimorar a estabilidade dos compostos
bioativos para sua aplicagéo, assim a intercalagédo de compostos em argilas minerais
(biohibridos) tem se destacado. Acido gélico, catequina e ACNs do extrato de agai
foram adsorvidas em Mnt, e a adicdo de Mnt em suco de acerola promoveu a
estabilizagdo de pigmentos (AHMAT; THIEBAULT; GUEGAN, 2019; RIBEIRO et al.,
2018b; RUTAKHLI; SABAHI; RIAZI, 2019; TEIXEIRA-NETO et al., 2012). Neste
contexto a adsorgdo dos compostos bioativos do extrato de jambolao em Mnt pode
promover a estabilizacdo dos mesmos em relagdo a temperatura, luz e oxigénio, e
obter um novo corante natural biohibrido. Além disso, até o momento ndo existem
relatos da aplicagdo de biohibridos em alimentos. Estudos da aplicagdo de Mnt em

alimentos com antocianinas sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Estudos da aplicagcdo de montmorilonita em sistemas com antocianinas.

Objetivo Principais resultados Referéncias

Adigao de 4 - 6% de Mnt alterou a
cor inicial do suco de acerola de
Avaliacdo da estabilidade de vermelho palido para tons mais
cor e das ACNs do suco de  escuros e avermelhados, e conferiu

acerola clarificado maior estabilidade durante o tempo Ribeiro et al.
adicionado de Mnt em de armazenamento em diferentes (2018b)
diferentes concentragbes (0- pHs. Com o aumento da

6%). concentragdo de Mnt maior

retengcao de antocianinas foi
observada no precipitado.

A interacdo com o0s minerais
Obtencéo de materiais argilosos melhorou a estabilidade
hibridos combinando argilas  dos corantes de agai contra o calor
minerais (Mnt, saponita) com e suas propriedades antioxidantes
extrato de acai (Euterpe foram preservadas apés a
oleracea Mart.) para intercalacao. A saponita
aumentar a estabilidade do  apresentou maior adsorgao de
corante e facilitar seu uso e  antocianinas (54 mmol de
armazenamento. cianidina/100 g de argila) em

relagédo a Mnt (48,4 mmol/100 g de

argila) nas mesmas condigdes.

Teixeira-Neto
et al. (2012)

As ACNs apresentaram maior
estabilidade contra a luz visivel e
ambiente alcalino, que foi atribuida Kohno et al.

Estabilizagcdo de ACNs de
um po6 comercial (Grape
Color BC-120) pela

. ~ a interacao eletrostatica e a (2009)
intercalagdo em Mnt. ~ o

protecdo do corante ao oxigénio

atmosfeérico.
Elaboracao de filmes de A adicao de bentonita proporcionou
quitosana/PVA com reducado na permeabilidade ao
antocianinas de cenoura vapor de agua e na resisténcia a
preta (indicador natural de tracao. Os filmes com adicao de Koosha:
pH) e bentonita para bentonita e antocianinas Hamedi,
melhorar as propriedades apresentaram melhor estabilidade (2019)
mecanicas, estruturais e de  térmica e inibigdo do crescimento
barreira. bacteriano contra Staphylococcus

aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa.

O aumento do teor de Mnt

aumentou a resisténcia a tragcado e o

modulo de elasticidade dos filmes,

e reduziu a permeabilidade

ao vapor de agua. Em relagcéo a cor Ribeiro et al.
dois efeitos foram observados: (2018a)
mudanca da cor de amarelo para

vermelho, e estabilizacado da cor do

filme durante o armazenamento

(3,9% de Mnt).

Elaboragao de filmes de
gelatina com suco de
acerola e Mnt (0-6,5%) para
melhorar as propriedades
mecanicas e a estabilidade
da cor.



http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0104-14282001000400007
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/tensile-strength
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/water-vapor

45

O sistema estruturado manteve a
atividade antioxidante do extrato de
mirtilo e apresentou
comportamento inteligente quando

Obtencao de sistemas
estruturados (nano-
embalagens) de alimentos, a

partir de Mnt natural e . . Gutiérrez;
i testado sob diferentes condi¢des ]
modificada com extrato de . Ponce;
o . de pH. No entanto, as argilas e o
mirtilo, e avaliagcdo do seu ~ - Alvarez
. . extrato n&o apresentaram atividade
potencial como materiais . ) oy ) (2017)
: Lo antimicrobiana (Escherichia coli
ativos e inteligentes. o
e Listeria monocytogenes), sendo
descartado o efeito ativo do
sistema.
A saponita sintética mostrou cor
rosa clara (pH acido), e a Mnt
mostrou auséncia de cor (pH
Elaboragao de um biohibrido basico) quando complexadas com
por complexacao de ACNs o extrato de batata doce roxa. O Ogawa et al
do extrato de batata doce biohibrido saponita/extrato foi (2% 17) '
roxa com argilas minerais avaliado e exibiu mudanca de cor
(saponita e Mnt). reversivel apos exposicao a

vapores acidos e basicos (azul)
indicando que pode ser aplicado
como sensor de atmosfera.
Fonte: Autora (2022).

2.3.4 Estudo tedrico do processo de adsorgao

Modelos isotérmicos sao ferramentas importantes para o estudo do
comportamento da adsorgédo, descrevem a relagao entre a capacidade de adsorgao
do adsorvente no equilibrio e a concentragao de equilibrio do adsorbato no liquido a
temperatura constante (CHEN et al., 2016a). Geralmente as isotermas de adsorgao
sao estabelecidas quando ocorre contato entre o adsorbato e o adsorvente por tempo
suficiente para a concentragdo da interface entrar em equilibrio dinamico com a
concentracao de adsorbato existente na solugdo (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020; AWAD
et al., 2019).

Os modelos de Langmuir (Eq. 1) e Freundlich (Eq. 2) tém sido os mais
estudados em processos de adsorcao de fendlicos em Mnt e antocianinas em outras
argilas minerais, como laponita e saponita (AHMAT; THIEBAULT; GUEGAN, 2019;
BRANDAO LIMA et al., 2020; CAPELLO et al., 2019; SHIONO et al., 2017a).

O modelo de Langmuir assume que a espessura da camada adsorvida € uma

molécula (adsorcdo em monocamada) na qual o processo de adsorgao ocorre em
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locais localizados, idénticos e equivalentes. A adsor¢gao € homogénea, ou seja, todos
os locais devem ter igual afinidade com o adsorvido; a energia de adsorgéo é
constante, e n&o ha interagao entre as moléculas adsorvidas. De outro modo o modelo
de Freundlich é aplicavel a adsorcdo ndo ideal em multicamadas de soluto, a
superficie do adsorvente € heterogénea, e os locais de adsor¢cdo na superficie do
adsorvente ndo sao uniformes (AL-GHOUTI; DA’ANA, 2020).

0, = QmkiCe (1)
¢ “1+K,C,
Q. = K#C,'" 2)

Onde C é o conteudo total de ACNs no extrato no equilibrio (mg/L); Qe é o
conteudo total de ACNs adsorvido na Mnt no equilibrio (mg/g); Qm é a capacidade
maxima de adsorgdo (mg/g); KL € a constante de Langmuir (L/mg); Kr (L""mg (*-Vn)/q)
e n (adimensional) sdo as constantes de Freundlich.

Outra possivel modelagem aos dados de adsorcao € através da cinética de
adsorcao que fornece informagdes sobre a taxa de adsor¢gdo e o desempenho do
adsorvente usado. Dois modelos tém sido muito utilizados em estudos para
modelagem dos dados de cinética: Pseudo-primeira-ordem (Eq. 3) e Pseudo-
segunda-ordem (Eq. 4) (WANG; GUO, 2020).

Qr= Qe — Qe ekt (3)
_ k Q%
NN (4)

Onde Qt é a quantidade de ACNs adsorvida na Mnt no tempo de contato t
(min) (mg/g); k1 (1/min) e k2 (g/mg min) sdo constantes dos modelos associados com
a taxa de adsorcgao.

Isotermas de adsorc¢ao (Langmuir e Freundlich) e modelos cinéticos (primeira
e segunda ordem) foram estudados na adsor¢ao de antocianinas para purificagao do
extrato de jamboldo. A adsor¢do foi realizada empregando seis adsorventes
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(Amberlite XAD7HP, Amberlite XAD4, Amberlite IRC86, Amberlite IRC120, Dowex
50XWS8 e Silica gel (50 - 100 mesh). Amberlite XAD7HP apresentou maior capacidade
de adsor¢éo (1,07 mg/mL de adsorvente) e capacidade de dessorc¢ao (87,62%) entre
todos os adsorventes estudados. A adsorgido de antocianinas correlacionou-se melhor
usando a isoterma de Langmuir e o modelo cinético de segunda ordem foi o mais
apropriado para explicar a adsor¢gao das ACNs (JAMPANI; NAIK; RAGHAVARAO,
2014). Poucos estudos de adsor¢cdo de compostos bioativos em argilas avaliam a
cinética de adsorgdo; para antocianinas/Mnt ndo foram encontrados relatos na

literatura.

2.4 ESTUDO DA BIODISPONIBILIDADE DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Os compostos bioativos extraidos dos frutos de jamboldo apresentam
inumeros efeitos benéficos a saude, contudo podem ser degradados no processo de
digestdo de alimentos devido as variagdes de pH, reduzindo a biodisponibilidade no
organismo. Para os compostos bioativos apresentarem funcionalidade estes precisam
estar bioacessiveis biodisponiveis e serem biodisponibilizados através do sistema
circulatério ao local-alvo da agao (THAKUR et al., 2020). Avaliar o efeito da interacéo
dos compostos bioativos com Mnt € uma etapa importante para verificar a liberagéao,
estabilidade e bioacessibilidade em condigbes de digestdo simulada in vitro.

Biodisponibilidade € definida como a quantidade de nutrientes ingeridos que
atingem a circulacao sistémica e se encontram disponiveis para utilizagdo em fungdes
fisiolégicas normais, e compreende dois conceitos: bioatividade e bioacessibilidade. A
bioacessibilidade corresponde a quantidade de nutrientes liberados da matriz
alimentar disponiveis para a absor¢ao no intestino ou o material disponivel apés as
transformacdes digestivas dos alimentos para absorgao. A bioatividade inclui todos os
efeitos fisioldgicos que gera, ou seja, como o composto atinge a circulagao sistémica,
como € transportado para a célula alvo e a interacdo com as biomoléculas
(FERNANDEZ-GARCIA; CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009; THAKUR et
al., 2020).

A bioacessibilidade dos compostos bioativos pode ser analisada por
diferentes métodos in vivo e in vitro. No entanto as analises in vitro sdo mais utilizadas

pois ndo necessitam o uso de animais e apresentam menor custo. Os métodos in vitro
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de digestao gastrointestinal (estatico e dindmicos) e com membranas de didlise estao
sendo amplamente utilizados para avaliagao da biodisponibilidade as vezes seguidos
de ensaios de transporte por culturas de células intestinais humanas (Caco-2) e/ou
modelo de cultura de células de absorgédo gastrica (MKN-28) (MARQUES PEIXOTO
et al., 2016).

A digestao gastrointestinal in vitro avalia as fases da digestdao (boca,
estdbmago, intestino delgado e intestino grosso), composigao, concentragao de fluidos
digestivos (enzimas, sais, tampao, polimeros biolégicos) e o tempo de incubagao das
amostras em cada estagio digestivo, essas etapas variam em diferentes estudos
(TING et al., 2015).

O modelo estatico € o método mais simples de digestdo e apresenta boa
reprodutibilidade, custo relativamente baixo e facil avaliagdo de cada fase, este
modelo imita 0os processos bioquimicos que ocorrem no trato gastrointestinal e
normalmente usa um unico conjunto de condi¢des iniciais (pH, concentracdo de
enzimas e sais biliares) para cada parte do trato gastrointestinal com agitacdo da
amostra por movimentos orbitais, assim é amplamente utilizado para avaliar a
digestdo de alimentos (LI et al., 2020; LUCAS-GONZALEZ et al., 2018). Contudo
diferentes metodologias foram aplicadas para o modelo de digestao estatico, sendo
identificada a necessidade de uma harmonizacao das condigdes de digestdo que foi
realizada pela rede internacional INFOGEST que elaborou um protocolo padrao para
utilizacéo deste modelo (BRODKORB et al., 2019).

De forma geral, a digestao dos alimentos ocorre em 3 etapas: boca, estdbmago
e intestino delgado. A primeira etapa consiste na mastigacdo (desintegracéo
mecéanica) dos alimentos, por meio da moagem e mistura com a saliva. A
desintegragdo mecanica da estrutura dos alimentos permite a liberagcéo parcial dos
compostos e possivelmente pode melhorar a bioacessibilidade no intestino, no entanto
também aumenta a area superficial para interagbes com enzimas digestivas e
proteinas da saliva. Além disso, a amilase salivar comeca a digerir os alimentos a um
pH ideal de 5,6 a 7,9 (BRODKORB et al., 2019). Nesta fase, as antocianinas sao
ingeridas em suas formas naturais, e as reacdes de biotransformacao sao iniciadas
(BRAGA et al., 2018).

No estdmago o alimento € desintegrado por forgas mecanicas e por interagdes

quimicas (secregao do suco gastrico, sais biliares e enzimas digestivas) e deve ser


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/stomach-absorption

49

considerado o tempo de digestdao (FERRUA; SINGH, 2010). Os compostos liberados
da matriz alimentar sdo hidrolisados pelo ambiente acido (pH 1,5-3,5) e as
antocianinas predominam na sua forma estrutural de cation flavilium (cor vermelha)
(CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Os estagios finais da digestao ocorrem no intestino delgado, responsavel pela
decomposi¢cao das macromoléculas e absorgdo de agua e nutrientes, composto por
duodeno (0,25 a 0,3 m), jejuno (~ 1,22 m) e ileo (~ 1,52 m). A maior parte da digestéao
ocorre no duodeno, enquanto os nutrientes digeridos s&o absorvidos no jejuno e no
ileo (LI et al., 2020). O pH intestinal varia em torno de 6,7 a 7,4 e nesta etapa as
antocianinas sao transformadas em moléculas de baixo peso molecular como acidos
fendlicos e catecol (BRAGA et al., 2018).

Os beneficios a saude humana dos polifendis sdo obtidos na fase intestinal,
onde a fracdo de compostos disponivel atinge o célon e se torna substrato para a
microbiota intestinal, que catabolizam os compostos ingeridos para liberar metabdlitos
frequentemente mais ativos e melhor absorvidos que os compostos fendlicos nativos,
estes sdo responsaveis pelos efeitos benéficos dos polifendis (QUATRIN et al., 2020).
Além disso, os polifendis também podem exercer efeitos semelhantes aos prebioticos
modulando o] crescimento de bactérias benéficas do género
Bifidobacteria e Lactobacillus (ESPIN; GONZALEZ-SARRIAS; TOMAS-BARBERAN,
2017).

A bioacessibilidade das antocianinas dos pds da casca de jabuticaba,
jambolao e jambo foi estudada por simulacdo da digestdo in vitro acoplada aos
modelos de absorcdo gastrica (células MKN-28) e intestinal (células Caco-2). A
bioacessibilidade apds a digestao gastrica foi de 13% para a jabuticaba, 45% para o
jambo e 65% para o jambol&do, enquanto no intestino foi de 10% para a jabuticaba,
15% para o jambo e 45% para o jamboldo. O modelo de absorgéao intestinal (Caco-2)
demonstrou maior eficiéncia de transporte para as antocianinas do jambo (0,8%), em
comparagao com jabuticaba (0,2%) e jambolédo (0,3%), da mesma forma para o
modelo de absorgéo gastrica (MKN-28), a eficiéncia foi de 19,7% para o jambo, 9,7%
para jabuticaba e 14,1% para o jamboldao. Os resultados mostraram que o pd6 de
jambolao foi capaz de fornecer os maiores valores de concentracdo apds 0s ensaios
de transporte gastrico e intestinal. Assim o fruto pode ser considerado uma fonte rica
em antocianinas para o consumo humano (MARQUES PEIXOTO et al., 2016). Em


https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/phenolic-acids
https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/food-science/phenolic-acids
https://www-sciencedirect.ez46.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/catechol
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contraste recentemente Sousa et al. (2021) avaliaram a bioacessibilidade de alguns
compostos bioativos da polpa de jambolao apos simulagao de digestao oral, gastrica,
duodenal e colénica. No estudo as ACNs foram identificadas em cada fase da
digestdo. No colon nenhuma ACNs foi identificada, ja na fase duodenal foram
identificadas petunidina e delfinidina ambas 3,5-O-glicosideos. Assim o presente
estudo demonstrou que as antocianinas do jambolao sdo degradadas apés digestao
in vitro. Mesmo assim, o fruto pode ser considerado bioativo e sua atividade
antioxidante das fragdes bioacessiveis no coélon esta correlacionada com os
flavonoides nao antocianinas e proantocianidina.

A bioacessibilidade da formulagdo de ACNs do extrato de cereja azeda com
argila mineral a base de cations foi avaliada, ndo houve diferenga significativa entre a
recuperacado de ACNs na formulagdo com argila mineral em comparagao ao controle,
portanto a presenga da argila mineral ndo apresentou efeito na reducdo da
bioacessibilidade e no aumento da capacidade antioxidante das ACNs (SINGH;
KITTS, 2019). Observou-se que o estudo nao produziu um biohibrido, a argila mineral
foi adicionada ao extrato de cereja e nesta solugdo foram adicionados os fluidos
digestivos.

Portanto, estes sao os unicos trabalhos que avaliaram a digestibilidade do
jambolao e de ACNs com argila mineral, assim sao necessarios novos estudos para
elucidar estes resultados. Além disso, a baixa disponibilidade das antocianinas na fase
intestinal sugere novos estudos para protecdo dos compostos nas diferentes fases de

digestao in vitro.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anthocyanin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/syzygium-cumini

51

CAPITULO 3 - CONCENTRAGAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DO EXTRATO DE
JAMBOLAO POR ULTRA (UF) E NANOFILTRAGCAO (NF) E CARACTERIZAGAO
DAS FRAGOES

O jamboldao é uma fruta inexplorada rica em compostos bioativos como
antocianinas, catequina e acido galico. Assim, a extragdo de compostos bioativos
permite agregar valor ao fruto. Nesse contexto, o presente estudo relata pela primeira
vez a recuperagado e concentragdo do extrato da fruta de jamboldo por ultra e
nanofiltracao.

Os resultados deste capitulo foram publicados na revista Plant Foods for
Human Nutrition, com artigo de pesquisa intitulado: Bioactive Compounds from
Jambolan (Syzygium cumini (L.)) Extract Concentrated by Ultra and Nandfiltration: a
Potential Natural Antioxidant for Food. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/s11130-021-00878-8. A Figura 8 apresenta

um resumo grafico do presente capitulo.

Figura 8 — Resumo grafico do capitulo.
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Fonte: Autora (2022).
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3.1 MATERIAL

Os frutos de jamboldo foram colhidos manualmente de arvores locais, na
cidade de Floriandpolis, SC, Brasil, em fevereiro de 2019. A argila montmorilonita
(CP31) foi doada pela empresa Bentonisa. Os reagentes utilizados foram: acido citrico
(Vetec, Brasil), etanol (Neon, Brasil), cloreto de potassio (Dinamica, Brasil), acetato
de sdédio (Dinamica, Brasil), Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich), carbonato de sddio
(Dinamica, Brasil), os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), e 2,2-azino-bis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich), metanol para HPLC
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), acido férmico (Lichropur, Darmstadt, Alemanha),
padrées de acidos fendlicos (acido vanilico, acido galico, acido p-cumarico, acido
ferulico, acido caféico e acido clorogénico) e flavonoides (catequina, epicatequina,
quercetina e miricetina) da Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, EUA). Todos

os reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1.1 Matéria prima

Os frutos maduros de jamboldao foram colhidos de arvores locais
(Florianopolis/SC), selecionados e lavados, e apds a polpa e a casca foram separadas

manualmente e imediatamente armazenadas a -18 + 2 °C.

3.1.2 Extracao

Para obtencdo do extrato polpa e casca congeladas (5 g 100 mL-") foram
adicionadas a uma solug¢ao de agua acidificada (acido citrico a 1%) e trituradas usando
um misturador doméstico (Oyster, Brasil). Em seguida, o processo de extragao foi
realizado por 10 min a 23 °C, sob agitacdo magnética (750 rpm) (IKA, Brasil). Apds o
extrato aquoso foi centrifugado (Solab, Brasil) a 4677 g por 5 min, o sobrenadante foi
coletado e o precipitado residual foi submetido a uma nova extragdo seguindo o
mesmo protocolo descrito anteriormente. Entdo as duas fragdes foram misturadas e o

extrato foi processado em uma unidade de membrana.

3.1.3 Concentragao do extrato de jambolao



53

O extrato de jambolao foi concentrado usando quatro membranas planas com
diferentes pontos de corte molar (MWCQ) variando de 180 a 4000 g. mol'. As

caracteristicas de cada membrana polimérica utilizada sao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Especificagdes técnicas das membranas utilizadas.

Membrana Material MWCO (g. mol*')
UHO004 (Microdyn Nadir) Polietersulfona hidrofilica 4000
NPO010 (Microdyn Nadir) Polietersulfona 1000

NF270 (Dow Filmtech) Poliamida TFC 200-300
NF90 (Dow Filmtech) Poliamida 180

Nota: UF - ultrafiltragdo (UH004), NF - nanofiltragdo, MWCO - ponto de corte molar.

Antes da utilizacdo as membranas foram tratadas por imersao em etanol
(99%) por 2 h e ap6s foram imersas em agua deionizada por 24 h. Os ensaios de ultra
e nanofiltracdo foram realizados em uma célula de filtragdo sem saida, com
capacidade volumétrica de 250 mL acoplada a um mandmetro. A pressao
transmembrana foi obtida por pressurizagao de nitrogénio (99,99%, White Martins,
Brasil) no espaco superior da célula de permeacao. As filtragdes foram realizadas com
pressao de 8 bar para UF e 12 bar para NF sob agitacdo magnética (750 rpm). 50 g
(x 1) de extrato de jambolao foram transferidos para a célula de filtragdo (Dead-end)
a 25 °C. O fluxo de permeado (J) foi calculado utilizando a Equacao 5. Para obter a

massa de permeado as amostras foram coletadas a cada 10 min.

o (5)

Onde: m é a massa acumulada de permeado (kg); A é a area efetiva da
membrana (m?) para permeagéo, e t € o tempo de processo (s).

O ponto final do processo de concentracdo foi estabelecido em 80% de
recuperacao ou fator de redugédo volumétrica igual a 5. A eficiéncia do processo foi
calculada utilizando o fator de concentragao (FC) para os extratos concentrados. FC
foi calculado para as analises de solidos totais, compostos fendlicos totais, conteudo

total de antocianinas, acido galico e catequina, conforme a Equacao 6.

e (6)

FC=—
Ca
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Onde: Cc é a concentracdo de constituinte no concentrado e Ca é a
concentracéo de constituinte na alimentacgéo.
As fracdes de alimentacdo, concentrado e permeado foram coletadas para

analises posteriores, e todos os ensaios foram realizados em duplicata.

3.1.4 Avaliagao do processo de concentragao

3.1.4.1 Mecanismo de fouling

O mecanismo de fouling para as membranas de filtragdo foi identificado
utilizando o modelo proposto por Hermia (1982) (Tabela 5). O modelo de bloqueio de
poros descreve quatro mecanismos diferentes de incrustagéo: bloqueio completo de
poros para n = 2; bloqueio interno dos poros para n = 1,5; bloqueio intermediario dos
poros para n = 1,0; e formacao de torta para n = 0, sendo, n 0 niumero que indica o
mecanismo de incrustagdo (adimensional). De acordo com as equagdes do modelo
um coeficiente de bloqueio de poros (valor K) pode ser calculado por regressdo nao

linear dos dados experimentais (ZHENG et al., 2018).

Tabela 5 - Modelos do mecanismo de fouling propostos por Hermia.

Diagrama
esquematico
00000060

B Blogueio completo
J=Joxexp (K xt);K (s71) qcljjols porosp D D D
® @ @

Bloqueio interno
dos poros

Modelos de bloqueio dos poros Hermia’s model

J=Uo " +K xt) %K (ms™?)

_ _ _ Bloqueio
_ 1 1. 1
J=Uo "+K Xt) 5 K(m™) intermediario

J=0Uo 2+ K xt) 5K (sm™?) Formagcao de torta ﬁ i

Nota: J é fluxo volumétrico (m. s), t & o tempo de filtragéo (s), K é a constante dos modelos (a
unidade depende do mecanismo).

3.1.4.2 Angulo de contato
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As medidas do angulo de contato da superficie das membranas antes e apos
a permeacgao do extrato foram obtidas pelo método da gota séssil, utilizando um
goniémetro (RAME-HART, 250). Trés gotas de extrato de jambolao foram adicionadas
a superficie das membranas usando uma seringa (25 °C). Foram realizadas dez

medi¢cdes para cada amostra.

3.1.4.3 Espectroscopia de infravermelho transformada de fourier (FTIR)

As analises de infravermelho por transformada de fourier (FTIR, Cary 660,
Agilent, US) da superficie das membranas foram realizadas na regido do
infravermelho entre os comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™', usando uma

resolucdo de 4 cm™' com 20 varreduras.

3.1.5 Caracterizagao do extrato

3.1.5.1 Analises fisico-quimicas

O pH, teor de solidos totais (ST) e sélidos soluveis totais (SST) dos extratos
foram determinados nas amostras da alimentagcdo, permeado e concentrado em
triplicata. O pH da solugao foi medido usando um medidor de pH (Gehaka, PG3000).
ST foi determinado de acordo com o método AOAC (2005). SST (°Brix) foi medido em

um refratbmetro manual (Atago, modelo PAL-BX / RI, Japao).

3.1.5.2 Cor

A cor dos extratos foi medida com colorimetro (Minolta Chroma Meter CR-
400, Konica Minolta, Osaka, Japao). Os parametros luminosidade (L*), intensidade da
cor verde-vermelho (a*) e intensidade da cor azul-amarelo (b*) foram registrados, e a
variacdo global da cor (AE*) foi calculada em relagdo ao extrato da alimentagéo,

conforme a Equacao 7. As analises foram realizadas a 25 £ 1 °C em triplicata.

AE* = \/(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)2 (7)
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. * __ 1% * . * __ % * .
Onde: AL" = Lalimentagéo - Lconcentrado’ Aa” = aalimentagﬁo — dconcentrado *

* __ ¥ _ h*
Ab* = balimentagéo bconcentrado .

3.1.5.3 Caracterizagdo das antocianinas dos extratos (ACNSs)

A quantificagdo de antocianinas monomeéricas totais foi realizada pelo método
diferencial de pH (GIUSTI; WROLSTAD, 2001), utilizando um espectrofotémetro
(Quimis, Q898U2M5, Brasil). As leituras das amostras foram realizadas a 520 e 700
nm e agua destilada foi utilizada como branco. Aliquotas de extrato foram dissolvidas
em tampéao de cloreto de potassio 0,025 M (pH = 1) e tamp&o de acetato de sédio 0,4
M (pH = 4,5). A concentragao total de antocianinas nos extratos foi calculada usando

a seguinte Equacéo 8:

AM,,DF (8)

ACNs =
> eL

Onde A=[(A 520 nm — A 700 nm) pH 1,0 - (A 520 nm — A 700 nm) pH 4,5],
Mw & o peso molecular da cianidina-3-glicosideo (449,2 g mol'), DF é o fator de
diluigéo, € é o coeficiente de extingdo molar da cianidina-3-glicosideo (26,900 L mol"
cm™') e L é o comprimento do caminho 6ptico (1 cm). O teor total de antocianinas foi

expresso em mg equivalente de cianidina-3-O-glicosideo por g de fruta fresca.

3.1.5.4. Fendlicos totais

Compostos fendlicos totais (FT) foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com
pequenas modificagbes. Extrato de jamboldo (200 pL), agua destilada (2 mL) e
reagente Folin-Ciocalteau (0,25 N) (2 mL) foram misturados e, apdés 5 min, foram
adicionados a reacédo 3 mL de carbonato de sdédio (7,5%). As amostras foram
incubadas a 25 °C por 2 h, e absorbancia foi medida a 750 nm (Quimis, Q898U2M5,
Brasil). Metanol foi utilizado como branco e os compostos FT foram expressos em mg

de equivalente de acido galico (EAG)/g de fruta fresca.
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3.1.5.5 Atividade antioxidante (DPPH e ABTS)

Atividade antioxidante por ABTS foi realizada de acordo com Re et al. (1999).
As amostras reagiram com o radical ABTS+ por 6 min, apos a absorbancia foi medida
a 734 nm em um espectrofotobmetro (Quimis, Q898U2M5, Brasil) e etanol foi usado
como branco. O mesmo procedimento foi utilizado para preparar uma curva padréao
de acido galico (0 - 75 mg/L). Os resultados foram expressos em mg equivalente de
acido galico (EAG)/100 g de fruta fresca.

A capacidade antioxidante do extrato de jamboldo também foi determinada
pela eliminagédo do radical DPPHe de acordo com o método descrito por Brand-
Williams et al. (1995). As amostras reagiram com a solugdo DPPH por 30 min. Em
seguida, a absorbancia foi medida a 515 nm em um espectrofotometro (Quimis,
Q898U2M5, Brasil) e metanol foi usado como branco. Uma curva padréo de acido
galico (0 - 100 mg/L) foi preparada, e os resultados foram expressos em mg

equivalente de acido galico (EAG)/100 g de fruta fresca.

3.1.5.6 HPLC-DAD-MS

A identificagcao das antocianinas e a quantificagao dos fendlicos individuais do
extrato de jambolao concentrado foram realizadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a deteccdo de arranjo de diodos e espectrometria de massa
(HPLC-DAD-MS) de acordo com o método descrito por Pilatti-Riccio et al. (2019)
usando um detector de matriz de diodos, acoplado a um espectrdmetro de massa
contendo uma fonte de ionizacdo por eletropulverizacdo e um analisador de
quadrupolo (LCMS-2020, Shimadzu, Kyoto, Japao). Os parametros usados foram as
configuragdes padrao do fabricante. As varreduras de MS (espectrometria de massa)
foram realizadas nos dois modos (positivo/ negativo) em uma faixa de massa de 140
a 800 Da. As analises foram realizadas com uma coluna C18 (5um, 4,6 x 25mm; NST,
Santos, Brasil). A fase movel foi composta por agua acidificada com acido férmico
(0,1%) e metanol acidificado com acido férmico (0,1%) com sistema de eluigdo em
gradiente. A vazao da fase movel foi de 1,2 mL.min™" e o volume de injeg&o de 10 pL.

A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pela comparagao dos

tempos de retengao dos picos com os tempos de retengao dos padrdes, seguida pela
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confirmagado comparando os espectros de massa dos picos e padrdes da amostra. A
quantificagcao foi realizada através da area do pico obtida pelos sinais do detector de
matriz de diodos (SPD-20A/20AV, Shimadzu, Kyoto, Jap&o) a 262, 272, 310, 323, 324
e 325 nm para acidos fendlicos (acido vanilico, acido galico, acido p-cumarico, acido
ferulico, acido caféico e acido clorogénico) e 279, 370, 372 nm para flavonoides
(catequina, epicatequina, quercetina e miricetina).

A identificagdo das antocianinas foi realizada utilizando ESI-MS (ionizagao por
eletropulverizagdo - espectrometria de massa), em modo positivo, com faixa de
varredura de 100-800 m/z, e os compostos foram identificados com base em dados
espectroscopicos (UV-Vis e MS) de relatérios anteriores (DE CARVALHO et al., 2017;
TAVARES et al., 2016).

3.1.6 Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey sera realizada
para verificar a significancia estatistica dos dados. As analises estatisticas foram
realizadas com um nivel de confianga de 95% utilizando o software Statistic 6.0
(StatSoft Inc., EUA). As anadlises experimentais foram realizadas em triplicata e os

resultados expressos em média + desvio padréo.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.2.1 Concentragao do extrato de jambolao por UF e NF

Os fluxos de permeado do extrato de jamboldo em fungédo do tempo de
operacao durante o processo de UF e NF em mddulo dead-end estao apresentados
na Figura 9. Os fluxos iniciais de permeado foram 54,04, 40,36, 53,69 e 26,88 kg/h.m?
para as membranas UH004, NP010, NF270 e NF90, respectivamente. Observou-se
uma reducgao do fluxo de permeado nos primeiros 20 min de filtracdo para todos os
experimentos, comportamento tipico de processos de filtragdo dead-end (DE
SANTANA MAGALHAES et al., 2019). A redug&o no fluxo de permeado ocorre devido

a polarizacdo e adsorcao de solutos na superficie da membrana aumentando a
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resisténcia a filtragdo o que leva a incrustacdo da membrana e a diminuigdo gradual
do fluxo até o final do processo (VIEIRA et al., 2018).

Figura 9 - Fluxos de permeado da filtragdo do extrato de jambolao em diferentes
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Os fluxos de permeado no final dos ensaios foram de 33,34, 21,79, 30,18 e
13,68 Kg/h.m? para as membranas UH004, NP010, NF270 e NF90, respectivamente.

A membrana NF90 apresentou a maior porcentagem de decaimento do fluxo de

permeado (49,11%) quando comparado ao fluxo inicial, seguido pela NP010 (46,01%),
NF270 (43,79%) e UHO004 (38,30%). Os mecanismos de incrustacédo que atuam na

reducao do fluxo de permeado durante o processo foram avaliados usando o modelo

de Hermia, conforme mostrado na Tabela 6.



60

Tabela 6 - Avaliagdo dos parametros de fouling propostos pelo modelo de Hermia
para membranas de Ultra (UF) e Nandfiltragdo (NF) e angulo de contato.

Modelo Angulo de contato (°)*
Membrana 1 2 3 4 :
R? Antes Depois
UHO004 0,86 0,84 0,86 0,90 58,8 £ 0,7 64,1+0,2
NP010 0,72 0,73 0,74 0,76 55,2+2,3 63,9104
NF270 0,96 0,96 0,95 0,83 443 +14 43,8 11,6
NF90 0,88 0,85 0,85 0,84 46,2+ 3,0 63,0+1,0

Nota: R? - coeficiente de determinagao. 1 - Bloqueio completo, 2 - Bloqueio interno, 3 - Bloqueio
intermediario, 4 - Formacao de torta. *Antes e depois da filtracao.

Para a membrana UHO004 as equagdes do modelo apresentaram bom ajuste
aos dados experimentais com R?> 0,83 para o bloqueio intermediario, bloqueio interno
e para a formacéo de torta. O modelo de bloqueio completo dos poros nao se ajustou
aos dados experimentais (Figura 10). O melhor ajuste dos dados foi observado para
a formacao de torta (R? = 0,90). Neste modelo, supde-se que as particulas sejam
muito maiores que o tamanho dos poros da membrana (GHALAMI CHOOBAR et al.,
2019). No entanto a membrana UH004 possui maior MWCO entre as membranas
utilizadas, de tal modo outras propriedades, como rugosidade e hidrofobicidade atuam
na reducéo do fluxo. Para a membrana NP010, os valores de R? < 0,80 sugeriram que

os modelos de Hermia nao se ajustaram aos dados experimentais (Figura 10).
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Figura 10 - Dados experimentais e modelos preditos para o fluxo de permeado da
filtracdo do extrato de jambolao por UF e NF.
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Fonte: Autora (2020).

A membrana NF270 mostrou uma boa correlagdo para o modelo de bloqueio
completo dos poros, bloqueio interno e bloqueio intermediario. Para o modelo de
formacao de torta os dados experimentais ndo se ajustaram. Os dados de fluxo de
permeado da membrana NF90 mostraram uma boa correlagcdo com todos os modelos
de Hermia (Figura 10).

Para as membranas NF270 e NF90, o modelo que melhor se ajustou aos
dados de fluxo foi o bloqueio completo dos poros (R? = 0,96 e 0,88) e bloqueio interno
(R? = 0,96 e 0,85). Nestes modelos, as particulas sdo consideradas maiores que o
tamanho de poros da membrana ou iguais, assim podem bloquear completamente a
entrada dos poros ou bloquear internamente os poros da membrana (GHALAMI
CHOOBAR et al., 2019). As membranas de NF apresentam tamanho de corte de 180-
300 Da, assim as antocianinas como petunidina 3,5-diglicosideo, malvidina 3,5-
diglicosideo e delfinidina 3,5-diglicosideo (641, 655 e 627 g.mol') foram retidas

permanecendo na fragdo concentrada. Portanto, esses compostos podem ser
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depositados na superficie da membrana reduzindo o fluxo de permeado (GHOSH et
al., 2018).

Os angulos de contato das membranas de UF (58,76 ° e 55,19 °) foram
maiores que as membranas de NF (44,33 ° e 46,22 °). O menor angulo de contato das
membranas NF pode ser explicado devido aos grupos amidas polares presentes na
estrutura polimérica, que podem interagir com solventes polares através da ligagao de
hidrogénio (VIEIRA et al., 2018). Os angulos de contato para NF90, UH004 e NP0O10
aumentaram apdés o processo de filtracdo, indicando deposi¢cdo e adsor¢ao de
incrustantes organicos hidrofébicos na superficie (Tabela 6).

A mudanga visivel na cor das superficies da membrana apds a filtragdo pode
indicar a deposi¢cédo de substancias cromoéforas (antocianinas). Especialmente para
UHO004 e NF270, foram observadas manchas na superficie. Espectros FTIR das
membranas limpas e incrustadas (Figura 11) fornecem informacgdes adicionais sobre
a natureza quimica dos contaminantes e suas interagées com a superficie membrana.
Para NF270 e UH004 foram observadas bandas em torno de 1700 cm', atribuidas
aos grupos C=C e C=0 dos anéis aromaticos das antocianinas (SWER; CHAUHAN,
2019). A membrana NF270 é composta de poliamida semi-aromatica piperazina, que
pode ser confirmada pelas bandas em 2966 cm-! (alongamento alifatico C-H) e 1600
cm™' (amida I) (TANG; KWON; LECKIE, 2009). Outras bandas da membrana NF270

nao mostraram diferenca apds a permeacao do extrato.

Figura 11 - Espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier da superficie

das membranas antes e depois da filtracao por Ultra (UF) e Nanofiltracao (NF).
i UHO04 NPOID NF270 NFO0
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Nota: A - antes e D - depois da filtragdo do extrato de jambol&o. Fonte: Autora (2020).
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A membrana NF90 mostrou espectros de FTIR caracteristicos de poliamida
aromatica, com bandas de 1663 cm-' (amida 1), 1541 cm™' (amida Il) e 1609 cm"’
(amida aromatica), também descritos por Chen et al. (2018) que estudaram a
caracterizacgao fisico-quimica de membranas de NF comerciais. Os espectros de FTIR
da membrana NP010 apds a filtragdo mostraram bandas de maior intensidade (Figura
10), mas nao apresentaram bandas de antocianinas. Portanto, a quantidade de extrato
de jamboldo depositada na superficie da membrana pode ser considerada
desprezivel. Bandas em 3313 cm™, 1039, 923 cm-' foram atribuidos ao agente
conservante (glicerol) na superficie das membranas NP010 e UH004 antes da limpeza
(ESMAEILI et al., 2019).

3.2.2 Produtos obtidos da filtragao do extrato de jambolao por UF e NF

A Tabela 7 apresenta os valores de pH, SST e ST das fragdes do extrato de
jamboldo: alimentagéo, concentrado e permeado. A polpa de jambolao apresentou pH
de 3,80 e cor roxa. A extragado dos compostos fendlicos e antocianinas da polpa com
agua acidificada diminui o pH (2,69) e houve mudanga da cor das antocianinas para
vermelho, pois em solugao acida (pH < 3), as antocianinas predominam na forma de
cations flavilium (DO CARMO BRITO et al., 2017). O uso de solventes acidificados
pode aumentar a eficiéncia de extracdo de alguns compostos, em particular as
antocianinas (BLACKHALL et al., 2018). Chaudhary e Mukhopadhyay (2013)
relataram maior teor de antocianinas extraidas de frutos de jambolao com a adi¢ao de

acido citrico (1%).



Tabela 7 - pH, ST e SST das fragbes de extrato de jambolao: alimentacgao,

concentrado e permeado obtidas por UF e NF.
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Membrana Fluido pH ST (%) SST (°Brix)
Alimentacédo 2,69 + 0,014 1,19 £ 0,039 1,55 + 0,07f

UH004 Concentrado 2,57 +0,01h 1,59 + 0,044 1,65+ 0,07f
Permeado 2,59 + 0,01h 1,47 £0,01° 1,41 + 0,014

NPO10 Concentrado 2,53 +£0,01¢ 2,07 £ 0,01¢ 2,05 +0,07¢
Permeado 2,74 £0,01¢ 1,30 + 0,02f 1,25 £ 0,07¢

NF270 Concentrado 2,30 + 0,019 6,74 + 0,04° 6,20 + 0,01°
Permeado 3,05+ 0,012 0,20 +0,03" 0,30 + 0,019

NF90 Concentrado 2,38 + 0,01f 7,27 £ 0,01? 6,80 £ 0,012
Permeado 3,02 +0,01P 0,09+ 0,01 0,20 + 0,019

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma coluna, indica que as fragdes
nao diferiram significativamente (p > 0.05), de acordo com o teste de Tukey. ST:
solidos totais; SST: solidos soluveis totais; Ultrafiltracdo (UF); Nanofiltracdo (NF).

Fonte: Autora (2020).

O conteudo de SST da alimentacao e dos extratos concentrados apresentou
diferenga significativa (p < 0,05) apenas nos ensaios de NF. A membrana NF270
concentrou os SST de 1,55 para 6,20 °Brix com fator de concentrag&o igual a 4. Ghosh
et al. (2018) mostraram um aumento de 16,07 para 19,36 °Brix, e fator de
concentracao igual a 1,20 na concentragao de suco de jambolao. No presente estudo
observou-se maior concentracdo de SST utilizando-se a mesma membrana de NF
(300 Da) mostrando maior eficiéncia do processo. Os teores de ST dos extratos de
UF e NF apresentaram diferencas significativas (p < 0,05), e como esperado todas as
fracdes concentradas foram superiores a fragdo de alimentacgao.

Os parametros de cor das fragcdes de extrato das membranas NF
apresentaram maior valor de L* para as fracbes de permeado em relagdo ao
concentrado e a alimentacao (Figura 12). O valor de L* para o permeado da membrana
UHO004 foi ligeiramente menor que o extrato de alimentagdo, conforme esperado
(Tabela 8).
concentracdo de antocianinas de diferentes extratos vegetais (AREND et al., 2017;
MACHADO; MELLO; HUBINGER, 2015; VIEIRA et al., 2018).

Estes resultados corroboram com relatérios anteriores para a
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Figura 12 - Aspectos visuais das fragdes de extrato de jambolao obtidas por UF e NF

b

c

d

para as membranas (a) UH004, (b) NP010, (c) NF270 e (d) NF90.

Nota: A - allmentagao P - permeado C — concentrado. UItraflltragao UF)e
Nanofiltragao (NF). Fonte: Autora (2020).

Tabela 8 - Luminosidade (L*), intensidade da cor vermelha (

a*), intensidade da cor

amarela (b*) e variagcao global de cor (AE*) para as fragdes do extrato obtidas por

UF e NF.
Membrana Fluido L* a* b* AE*
Alimentagdo 38,68 + 0,16¢ 33,50 + 0,02° 17,86 + 0,112 -
UHO004 Concentrado 35,77 +0,22¢ 33,01 £0,192 17,84 +0,36® 2,98 + 0,20¢
Permeado 37,88 +0,21¢ 34,13 +0,222 18,03+ 0,092 1,04 +0,30f
NP010 Concentrado 32,95 + 1,40" 32,82+ 1,06 17,38+ 1,412 598+ 1,10¢
Permeado 40,90 + 0,23° 32,86+ 0,272 15,94 + 0,14°> 3,00 + 0,46°
NF270 Concentrado 23,75+ 0,39" 13,74 +0,21¢ 3,02+ 0,01¢ 28,87 +0,27°
Permeado 57,23+0,092 276+0,03° 2.86+0,03¢% 38,91+0,07°
NF90 Concentrado 27,18 + 1,509 18,13+ 1,21° 5,37 +0,39° 22,96 + 0,16°
Permeado 53,16 +0,15° 11,84 + 0,06° 4,04 + 0,03%¢ 2949 +0,13°

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma coluna indicam que as
fragdes nao diferiram significativamente (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey.
Ultrafiltragdo (UF) e Nanofiltracdo (NF). Fonte: Autora (2020).

O maior valor de a*

(33,50) para o extrato da alimentagcédo representa a

transicao de cores entre vermelho e rosa, e para os extratos concentrados observa-
se a diminuicao dos valores de a* e b* (cor azulada), pois os extratos concentrados
apresentaram coloracdo mais escura. Alteracbes na cor dos extratos estao
associadas a concentracdo de antocianinas, como petunidina que apresenta cor
vermelho escuro ou purpura e malvidina de cor purpura, as principais antocianinas
2015). Ghosh et al. (2018) demonstraram o
mesmo comportamento para o suco de jamboldo concentrado por NF. Em relacdo aos

presentes no extrato (MARAN et al.,
valores de AE*, verificou-se maior diferenca para as fracbes permeadas das
membranas NF quando comparadas a alimentacdo, essa diferenga indica a

concentracao de compostos de cor (Tabela 8).
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3.2.3 Antocianinas, fendlicos totais e capacidade antioxidante

De acordo com a Tabela 9, o conteudo de FT e ACNs das fracbes
concentradas dos processos NF é superior a alimentacdo. Para os extratos de UF, as
ACNs dos extratos da alimentagao e concentrado ndo apresentaram diferenca (p >

0,05). Por outro lado, o teor de FT dos concentrados foi maior que a alimentacgao.

Tabela 9 — Antocianinas, fendlicos totais e capacidade antioxidante determinada por
DPPH e ABTS para as fracées do extrato de jamboldo obtidas por UF e NF.

Fluido ACNs FT DPPH ABTS

Membrana (mgl/g) (mg EAG/g) (mg EAG/100g) (mg EAG/1009)
A 2,36 £ 0,11 4,06 +0,04° 67,46 +£0,01° 86,95 + 0,01°

UHO004 C 2,51+0,10¢ 6,32+0,01¢ 102,43 +0,03¢ 107,42 +0,11¢°
P 2,11+0,03° 3,73+0,01 65,19 + 0,01f 82,60 + 0,04f

NP0O10 C 543+0,13° 9,71+0,01¢ 133,15+0,01¢ 127,10 £ 0,03°
P 1,40 £0,07" 3,69 +0,02f 68,00 + 0,04¢ 76,02 + 0,01¢

NE270 C 9,81+0,06° 18,22 +0,022 274,01+0,06° 319,16+ 0,087
P 0,09 +0,02¢ 0,60+0,01" 33,70 £ 0,02" 40,33 £ 0,03'

NE90 C 9,18 £0,04° 18,00 £0,02° 278,39+0,03* 279,96 + 0,02°
P 0,18+ 0,01¢ 0,98 + 0,01¢ 32,92 + 0,03 51,29 + 0,02"

Resultados com letra mindscula igual na mesma coluna indicam que as fragdées ndo diferiram
significativamente (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. A: alimentagéo, C: concentrado e P:
permeado. Ultrafiltragdo (UF) e Nanofiltragdo (NF). Fonte: Autora (2020).

A NF foi mais eficaz na concentracdo de antocianinas e fendlicos do extrato
de jambolao. O fator de concentracao para FT variou de 1,56 (UH004) a 4,49 (NF270)
e para ACNs de 1,06 (UHO04) a 4,15 (NF270). Os fatores de concentragdo do
presente estudo estdo de acordo com Vieira et al. (2018) que obtiveram um fator de
concentracéo igual a 4,00 para cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo na
concentracédo do extrato etandlico de jussara usando a membrana NF270.

Os resultados de ACNs do extrato de jamboldo na alimentagéo (2,36 mg. g™')
estéo de acordo com Branco et al. (2016) que encontraram 2,13 mg. g™! para polpa de
jamboléo e foram superiores a De Carvalho et al. (2017) que encontraram 1,58 mg. g
' para frutas frescas de jamboldo. O teor de FT do extrato de jambol&o na alimentagéo
(4,06 mg EAG. g fruta fresca) foi maior que o obtido por Branco et al. (2016) para
polpa de jambolao (2,07 mg EAG. g') e De Carvalho et al. (2017) 1,22 mg de EAG. g
' para frutas frescas de jamboldo. As diferengas observadas no teor de compostos

fendlicos e antocianinas dos estudos reportados, estao relacionadas as diferengas nas
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metodologias de extragdo e quantificagcdo e além disso o estagio de maturagcédo dos
frutos pode afetar sua composicdo (BRANCO et al., 2016; SERAGLIO et al., 2018).

Os compostos fendlicos e antocianinas dos frutos de jamboldo s&o
responsaveis por sua alta capacidade antioxidante que foi avaliada pelos métodos de
ABTS e DPPH. A capacidade antioxidante dos extratos concentrados apresentou
aumento significativo (p < 0,05) para todas as membranas utilizadas neste trabalho.
As membranas NF270 e NF90 produziram uma fragdo concentrada com alta
capacidade antioxidante (319,16 e 279,96 mg EAG. 100 g'), atribuida as antocianinas
e os compostos fendlicos identificados e quantificados por HPLC-DAD-MS (Tabela
10). De acordo com Tavares et al. (2016) cerca de 74 compostos fendlicos individuais
podem ser detectados nas partes comestiveis do jambolédo principalmente na pele,
como antocianinas, galotaninos e elagitaninos os principais fendlicos presentes no
jamboldo. Assim, o extrato concentrado pode ser um potente antioxidante para
aplicagao em alimentos, embora a antocianina petunidina com maior concentragao no
extrato de jambolado apresente poucos estudos de suas propriedades e aplicagdes.
No entanto as antocianinas, malvidina e delfinidina demonstram boa capacidade
antioxidante (KHOO et al., 2017).

Coeficientes de correlagao (r) entre a atividade antioxidante, fendlicos e
antocianinas do extrato concentrado foram obtidos e apresentaram altas correlagdes
entre a atividade antioxidante DPPH e ABTS e o conteudo de fendlicos (r=0,99 er =
0,98, respectivamente) e antocianinas (r = 0,98 e r = 0,97, respectivamente) esses
compostos sao os principais responsaveis pela atividade antioxidante do extrato.
Outros estudos também avaliaram os coeficientes de correlagao em extratos de frutas
com boa correlagao para ABTS, DPPH e compostos fendlicos (r = 0,94 e r = 0,98,
respectivamente) e antocianinas (r = 0,85 e r = 0,93) na NF de suco de morango
(AREND et al., 2017). Seraglio et al. (2018) relataram r > 0,669 entre DPPH e acidos
fendlicos em diferentes frutos de Myrtaceae (jabuticaba, guabiju e jambolao).

A atividade antioxidante dos extratos de jamboldo pelo método ABTS foi
superior ao método DPPH. Como também foi demonstrado por Arend et al. (2017)
para suco de morango. A diferenca da capacidade antioxidante entre os métodos
ocorre porque o ABTS é mais eficaz para sistemas antioxidantes hidrofilicos e

lipofilicos, enquanto o DPPH para sistemas hidrofobicos (KIM et al., 2002).
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Compostos fendlicos (flavonoides e acidos fendlicos) do extrato bruto
(alimentagao) e do extrato concentrado através de UF e NF foram quantificados por
HPLC-DAD-MS (Tabela 10). Catequina, acido galico e epicatequina foram os
principais compostos presentes no extrato de jamboldo. No extrato da alimentagéo
dois compostos, catequina (28,97 ug. g™ fruta fresca) e acido galico (27,32 ug. g' fruta
fresca) foram quantificados, e os extratos concentrados por NF, apresentaram cinco
compostos quantificaveis (catequina, acido galico, epicatequina, acido p-cumarico e
ferulico). Quercetina n&o foi identificada no extrato de jamboldo. De acordo com
estudos anteriores, os principais flavonoides detectados na polpa de jambolao foram
galocatequina (85,82 ug. g’ fruta fresca), catequina (5,23 pg. g’ fruta fresca) e
epicatequina (3,47 ug. g™ fruta fresca) (TAVARES et al., 2016). Coelho et al. (2016)
relataram concentragdes de catequina e acido galico para polpa congelada de 38,7 e
22,9 ug. g' e para suco fresco de 30,7 e 28,1 ug. g™, respectivamente, resultados que

corroboram com o presente estudo.



Tabela 10 - Compostos fendélicos do extrato concentrado de jambol&do obtidos por UF e NF.

69

Compostos fendlicos (ug/g) Alimentagao UH004 NP010 NF270 NF90
Acidos fendlicos
Acido galico 27,32 + 0,812 29,76 + 0,592 32,83 + 4,162 135,84 + 4,79 132,03 + 6,87°
Acido p-cumarico <LOQ <LOQ 15,18 £ 0,83 40,05 +0,72 41,58 £ 0,45
Acido ferulico <LOQ <LOQ <LOQ 15,09 £ 0,74 14,04 + 0,91
Acido vanilico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Acido caféico <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Acido clorogénico n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Flavonoides
Catequina 28,97 £ 0,872 53,02 + 0,75P 68,95 £ 4,79¢ 138,19 + 7,07¢ 141,08 + 2,314
Epicatequina <LOQ <LOQ <LOQ 55,40 £ 7,06 55,77 £ 8,33
Miricetina <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ
Quercetina n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma linha, indica que as fragbes nao diferiram significativamente (p > 0.05), de acordo com o teste de
Tukey. LOQ - Limite de quantificacéo, n.d. - ndo detectado. Ultrafiltragéo (UF) e Nanofiltragdo (NF). Fonte: Autora (2020).
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Seis antocianinas foram identificadas no extrato de jambolao derivadas da
molécula 3,5-diglicosideo: malvidina (mv), delfinidina (dp), petunidina e cianidina (cy);
e derivadas de 3-glicosideo: mv, dp, cy. Esse perfil foi semelhante ao descrito
anteriormente para frutos de jamboldo (DE CARVALHO et al., 2017; TAVARES et al.,
2016). As antocianinas com altas propor¢cées molares no extrato de jambolao foram
petunidina 3,5-diglicosideo, malvidina 3,5-diglicosideo e delfinidina 3,5-diglicosideo,
como mostrado nos cromatogramas da Figura 13. Os maiores picos identificados

foram correspondentes as antocianinas petunidina, malvidina e delfinidina.

Figura 13 - Cromatograma das antocianinas identificadas no extrato de jambolao
concentrado e extrato da alimentagéo.
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Nota: a) m/z = 641 - petunidina 3,5-diglicosideo, b) m/z = 655 - malvidina 3,5-diglicosideo, ¢) m/z =

627 - delfinidina 3,5-diglicosideo. lons moleculares ([M]+ de antocianinas, como cations flavilium, em
modo de ionizagao positivo) no experimento MS. Fonte: Autora (2020).

Em resumo, a NF apresentou a maior retengao de ACNs, FT, acido galico e
catequina, quando comparada a UF (Figura 14). O extrato concentrado das
membranas NF270 e NF9O0 apresentou diferenga significativa (p < 0,05) para ACNs e

FT, mas nédo apresentou diferenga para acido galico e catequina. No entanto, a
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membrana NF270 pode ser considerada mais eficiente na concentragao do extrato de
jambolao porque apresentou alto fluxo de permeado e menor decaimento do fluxo

inicial.

Figura 14 - Fator de concentragao para solidos totais (ST), fendlicos totais (FT),
antocianinas (ACNs), acido galico e catequina.
| UH004 NF270 NF90 |
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Fonte: Autora (2020).

Este estudo demonstrou que a tecnologia de membranas pode ser uma
alternativa as técnicas térmicas tradicionais, como a evaporagao a vacuo, comumente
usada concentrar compostos bioativos de frutas e subprodutos agroalimentares, que
podem afetar os compostos bioativos, com degradagéo da cor, perda de valores
nutricionais e, as vezes conferir gosto de “cozido”. Assim, compostos bioativos
concentrados que utilizam membranas e baixa temperatura podem ser uma opgao
para o desenvolvimento de novos produtos, como ingredientes alimentares funcionais
(BHATTACHARJEE; SAXENA; DUTTA, 2017).

3.3 CONCLUSAO
Um processo integrado baseado na extracdo com agua acidificada seguida

de concentragao por nanofiltracdo pode ser utilizado com sucesso para a producao

de extrato bioativo dos frutos de jamboldo (Syzygium cumini (L.)), contendo uma
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elevada quantidade de antocianinas e compostos fendlicos. A membrana NF270 foi a
mais efetiva para a concentragao do extrato, apresentando fator de concentragao > 4,0
para antocianinas e compostos fendlicos. Catequina, acido galico e epicatequina
foram os principais compostos fendlicos do extrato de jamboldo, e as principais
antocianinas foram petunidina, malvidina e delfinidina, 3,5-diglicosideo. Os resultados
sugerem que o extrato concentrado do fruto de jambol&ao pode ser obtido utilizando a
membrana NF270, pois apresentou maior fator de concentragéo para os compostos
fendlicos e antocianinas. O extrato concentrado pode ser utilizado como ingrediente
para dar cor, enriquecer e melhorar a qualidade dos alimentos devido seu efeito
antioxidante.

Para os proximos estudos utilizou-se apenas o extrato de jamboléao
(alimentacdo). O extrato concentrado obtido da membrana NF270 n&o foi aplicado,
devido a necessidade de alteracao do tema da tese em fungédo da Covid-19, falta da
membrana NF270 e pouco volume de extrato concentrado obtido em cada

experimento.
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CAPITULO 4 - ADSORGAO E DESSORGAO DAS ANTOCIANINAS DOS FRUTOS
DE JAMBOLAO EM MONTMORILONITA

A aplicacdo das antocianinas € limitada por sua instabilidade a condigbes
ambientais externas como luz, pH, oxigénio e temperatura (ALBUQUERQUE et al.,
2020; RODRIGUEZ-AMAYA, 2019). Assim, estudos para melhorar a estabilidade das
ACNSs durante o armazenamento e distribuicdo para uso em embalagens ou alimentos
sdo essenciais. O desenvolvimento de materiais biohibridos que combinam
antocianinas a substratos inorganicos (argilas) por intercalagdo tem sido investigado
para reverter essas limitagbes e proteger os compostos do ambiente externo
(MACHADO; DE FREITAS; WYPYCH, 2019).

Portanto, nesta etapa do estudo o objetivo foi desenvolver um novo material
biohibrido pela adsor¢ao de ACNs em Mnt, estudar o efeito do pH e temperatura no
processo de adsorgcdo das ACNs dos frutos de jamboldo em Mnt. Além disso, foram
avaliadas as propriedades fisico-quimicas, propriedades antioxidantes, estabilidade
de cor, e aplicacédo do BH como indicador de pH e na detec¢cdo de gas aménia em

alimento. Um resumo grafico do presente capitulo é apresentado na Figura 15.

Figura 15 - Resumo grafico do capitulo.
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Fonte: Autora (2022).
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Matérias-primas

Frutos de jamboldo foram colhidos manualmente em estadio totalmente
maduro, na cidade de Floriandpolis, SC, Brasil, em fevereiro de 2020. Os frutos foram
imediatamente lavados, e a polpa e a casca foram separadas manualmente das
sementes e armazenadas a -18 £ 2 °C. A montmorilonita bruta (CP31- Bentonisa,
Brasil) foi utilizada como adsorvente. Os reagentes utilizados foram: agua destilada,
acido citrico (Vetec, Brasil), etanol (Neon, Brasil), cloreto de potassio (Dinamica,
Brasil), acetato de sodio (Dinamica, Brasil), Folin-Ciocalteau (Sigma-Aldrich),
carbonato de sodio (Dinéamica, Brasil), os radicais 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH),
e 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS) (Sigma-Aldrich). Todos

os reagentes utilizados s&o de grau analitico.

4.1.2 Extragao de antocianinas e caracterizagao

A extracdo e a determinagao do teor de antocianinas monoméricas (ACNSs)
totais do fruto de jambolao foram realizadas de acordo com o descrito nos itens: 3.1.2

Extragédo e 3.1.5.3 Caracterizagédo das antocianinas dos extratos (ACNSs).

4.1.3 Experimentos de adsorgao

4.1.3.1 Isotermas de adsorgao

As isotermas de adsorc¢ao foram obtidas nas temperaturas de 10 e 20 °C em
extratos com pH ajustado (1,5, 2,5 e 3,5) utilizando acido citrico. A Mnt foi adicionada
ao extrato de jamboldo em uma proporc¢éo entre 0,003 e 0,027 g por mg de ACNs. Os
extratos foram agitados a 700 rpm, utilizando um agitador magnético, no escuro por
30 min. Modelos isotérmicos de Langmuir (Eq. (9)) e Freundlich (Eq. (10)) foram
ajustados aos dados experimentais, usando uma rotina computacional desenvolvida
no software MATLAB (R2013a; MathWorks Inc, Natick, MA, EUA).
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Q — QmKLCe (9)
¢ 1+K.C,
Qe = KgC/" (10)

Onde C, é o conteudo total de ACNs no extrato em equilibrio (mg/L); Qe € 0
conteudo total de ACNs adsorvidas na Mnt no equilibrio (mg/g); Qm é a capacidade
maxima de absorgdo (mg/g); KL € a constante de Langmuir (L/mg); Kr (L""-mg (-Vn)/g)

e n (adimensional) sdo as constantes de Freundlich.
4.1.3.2 Cinética de adsorgéo

A cinética de adsorgao foi realizada para as melhores condi¢coes de adsorgao.
A Mnt foi adicionada ao extrato (pH 1,5) na propor¢ao de 0,003, 0,007, 0,013 e 0,027
g por mg de ACNSs. A solugéo foi agitada a 20 °C e 700 rpm no escuro. A concentragéo
de ACNs adsorvidas na Mnt foram calculadas em diferentes tempos (1, 5, 10, 15, 20,
25 e 30 min), usando o método descrito no capitulo 3, item 3.1.5.3. Os dados da

cinética de adsorg¢ao foram estimados usando a Eq. (11):

Co — WC, (11)
v

Qexp =

Onde Qexp € a concentragado de ACNs adsorvidas na Mnt (mg/g) no tempo de
contato t (min), C, é a concentragao inicial de ACNs no extrato (mg/L),C. é a
concentracdo de ACNs no equilibrio (mg/L), W é o peso seco da Mnt (g), e V é o
volume de extrato de jambolao (L).

Modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem (Eq. (12)) e pseudo-segunda
ordem (Eq. (13)) foram ajustados aos dados experimentais usando uma rotina
computacional desenvolvida no software MATLAB (R2013a; MathWorks Inc, Natick,
MA, EUA).

Qi = Qe — Qe ekt (12)
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_ k, Q3 t (13)
T+k,Qqt

Q¢
Onde Q; é a concentragao de ACNs adsorvida na Mnt (mg/g) no tempo t (min);

k1 (1/min) e k2 (g/mg-min) sado as constantes associadas aos modelos de adsorgéo.
4.1.4 Experimentos de dessorgao

Apds o processo de adsor¢gdo, o material decantado foi separado do
sobrenadante e seco (forno a vacuo) a 35 °C por 4 h. Apdés a secagem, o material
decantado foi denominado biohibrido (BH), e foi acondicionado em dessecadores
contendo silica gel a 25 °C (= 0% UR) por 7 dias no escuro (CAPELLO et al., 2019;
COELHO LEANDRO et al., 2021).

Fluidos simuladores de alimentos, incluindo solu¢cdes de agua e alcool nas
concentragbes de 10%, 50% e 95% (v/v), e solugdo acida (3% (v/v) agua: acido
acético), foram usados como solugbes de dessor¢do dos compostos bioativos
presentes no BH. Aproximadamente 0,6 g de BH foi adicionado a 50 mL das solugdes
de dessorcdo. Os experimentos de dessorcdo foram realizados sob agitacéao
constante (700 rpm) no escuro a 20 °C por 30 min.

A taxa de dessorgao (D, %) e a capacidade de dessorgao (Q4, mg/g) das ACNs

adsorvidas na Mnt foram calculadas com as Eq. (14) e Eq. (15), respectivamente:

Cm — C
D=-"—"%100 (14)
Cm
Qq = Cs\tlvd (15)
d

Onde C, é a concentragdo maxima de ACNs na solugcdo de dessorcao
(mg/L); C4; € a concentragdo de ACNs em diferentes tempos (mg/L), V4 € o volume da

solugao de dessorgéao (L), e Wy € o peso seco do BH em pé (g).

4.1.5 Caracterizagao cristalina e quimica do biohibrido



44

A caracterizagao fisico-quimica foi realizada utilizando o BH antes e apds os
experimentos de dessorgdo. Mnt nao tratada e tratada com acido citrico foram usados
como controles. A estrutura cristalina das amostras de pé foi obtida usando um
difratdmetro de raios X (Rigaku MiniFlex600 DRX, Japao), operando a 40 kV e 15 mA
(CuKa 1A = 1,54056 A de radiacéo). Os difratogramas foram registrados a 20 °C, entre
20 =2,5°e 70°, a 20°/min (CAPELLO et al., 2019).

A distancia interplanar d (nm) foi calculada a partir do angulo de difragdo na
intensidade maxima do pico encontrado nos difratogramas de DRX e usando a Lei de
Brag’s (Eq. (16)):

NA = 2dsin (0) (16)

Onde 1 é o comprimento de onda (nm), N é a ordem de reflexdo (N = 1,
adimensional). As ligacbes quimicas do BH foram estudadas usando uma
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, Cary 600,
Agilent, US); as analises foram realizadas na regido do infravermelho entre 4000 e
400 cm™ usando resolugdes de 4 cm™ com 20 varreduras em pellets de KBr
(CAPELLO et al., 2019).

4.1.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Raios-X

Dispersiva de Energia (EDS)

As caracteristicas morfolégicas das amostras foram avaliadas por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (JSM 6390LV, JEOL, Toquio, Japao), acoplada a uma
fonte de elétrons de tungsténio, um detector de elétrons secundario e uma voltagem
acelerada de 10 kV. Cinco micrografias foram tiradas em pontos de amostra aleat6rios
com ampliagédo de 100X e 1.000X simultaneamente para analise de Espectroscopia

de Raios-X Dispersos de Energia (EDS).

4.1.7 Conteudo fendlico total (FT) e capacidade antioxidante do biohibrido
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Os compostos fendlicos totais das amostras (solugdo dessorvida do BH e
extrato de jamboldo) foram determinados de acordo com o método descrito em
3.1.5.4. Fendlicos totais.

A capacidade antioxidante das amostras (solugédo dessorvida do BH e extrato
de jambolao) foi determinada de acordo com o método descrito por Brand-Williams et
al. (1995). Os resultados foram expressos como porcentagem de inibigdo do radical
DPPH (%).

4.1.8 Estabilidade de cor

A estabilidade de cor do BH foi avaliada apds 60 dias de armazenamento em
incubadora climatica artificial (BOD) a 5 e 25 °C, no escuro. As imagens do BH foram
capturadas nos tempos 0, 7, 15, 30 e 60 dias por uma camera digital (Nikon D5500,
Nikon Corporation, Japao), e os parametros de cor foram determinados usando um
sistema de visdo computacional (CARDENAS-PEREZ et al., 2017). As imagens foram
analisadas utilizando o software Image J (National Institute Health, Bethesda, MD,
USA) equipado com o plugin Color Space Converter para converter cores do sistema
RBG para escala CIELab. As medi¢cdes de cor foram baseadas nas coordenadas
CIELab, luminosidade (L*), intensidade de cor verde-vermelha (a*) e intensidade de
cor azul-amarela (b*) (COELHO LEANDRO et al., 2021). A mudanga de cor (AE*) do
BH no tempo inicial (controle) e durante o armazenamento (amostra) foi calculada

usando a Eq. (17).

AE* = /(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)2 (17)

Onde: AL* =1

* * .
controle ~ “amostra:

Ab*

* __ * * .
Aa”™ = Acontrole ~ damostra »

* *
controle ~ Yamostra -

4.1.9 Efeito do pH na cor do biohibrido

O BH foi imerso em solugbes tampéo com diferentes pHs (variando entre 1 e
12), agitando-se a temperatura ambiente. As imagens das solugdes foram capturadas
por uma camera digital (Nikon D5500, Nikon Corporation, Japao). Para visualizar as
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mudancas de cor, amostras de cores foram criadas a partir dos valores L*, a* e b* de
cada solugédo usando o software Adobe Photoshop CC (Adobe Systems, Inc., San
Jose, CA, EUA) (ZHAO et al., 2020).

4.1.10 Sensibilidade do biohibrido a amoénia

A cinética de resposta do BH aos vapores basicos foi avaliada pela sua
exposic¢ao aos vapores de NHs por um tempo total de 10 min. 1 mL de solugdo aquosa
de NH4OH (5, 10 e 15% v/v) foi introduzido em um recipiente fechado (placa de Petri
com dimensdes de 90 mm de didmetro x 15 mm de altura). Apés o BH em p6 (50 mg)
foi aderido a uma fita dupla face (20 x 15 mm), e exposto a atmosfera de amdnia por
2,4,6,8¢e 10 min (ZIA et al., 2021).

As imagens do BH foram capturadas por uma camera digital (Nikon D5500,
Nikon Corporation, Japao), e os valores L*, a* e b* foram medidos usando o software
Image J. A mudanca de cor (AE*) do BH controle e do BH exposto (amostra) ao vapor

de aménia foi calculada usando a Eq. (17).

4.1.11 Aplicacao do biohibrido como sensor em alimento

O BH em p6 (50 mg) foi aderido a uma fita dupla face (20x15 mm) e utilizado
para avaliar o frescor de camardes durante o armazenamento. Primeiramente, 18 +
1,5 g de amostras de camaréao foram posicionadas dentro de placas de Petri e seladas
com parafilme, sendo o BH colocado na parte inferior. Placas de Petri foram mantidas
refrigeradas (5 °C, =60% UR) e simulando condi¢cdes aceleradas sob temperatura
ambiente (25 °C, =60% UR) em BOD. As imagens do BH foram capturadas nos
tempos 0, 24, 48 e 72 h para avaliar a mudancga de cor.

A mudanca de cor (AE*) do BH controle e BH em diferentes tempos de
armazenamento (amostra) foi calculada usando a Eq. (17). O pH dos camardes foi

medido em trés pontos diferentes usando um medidor de pH de sdélidos (Testo-205).

4.1.12 Analise estatistica
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A analise de variancia (ANOVA) e o teste de comparagdes multiplas de Tukey
foram realizados ao nivel de significancia de 5% utilizando o software Statistic 6.0
(StatSoft Inc., EUA). Todas as analises experimentais foram realizadas em triplicata e

os resultados foram expressos como média * desvio padréo.

4.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.2.1 Concentragcao de antocianinas monoméricas totais (ACNs) no extrato de

jambolao

O teor de ACNs no extrato de jambol&o foi de 1,70 mg/g de fruta fresca. Este
resultado esta de acordo com o descrito por De Carvalho et al. (2017) and Koop et al.
(2021), que relataram valores de ACNs de 1,58 e 2,36 mg/g de fruta fresca,
respectivamente. O pH do extrato foi de 2,5 e apresentou coloragdo vermelha (Figura
16a), tipica de ACNs em solugédo acida (pH < 3). A cor vermelha do extrato foi
associada a presenga de ACNs predominantemente na forma de cétions flavilium (DO
CARMO BRITO et al., 2017). Segundo dados relatados anteriormente, o extrato de
jambolao é composto por antocianinas, como petunidina e malvidina, compostos

fendlicos, acido galico e catequina (KOOP et al., 2021).

4.2.2 Experimentos de adsorgao

4.2.2.1 Isotermas de adsorg¢do

A adsorcao das ACNs sob a Mnt ocorreu nos primeiros 5 min, onde foi
observado um material decantado com coloragao rosa no fundo do béquer, indicando
a adsorcao das ACNs na superficie da Mnt, para todos os valores de pH avaliados
(Figura 16b, c). Comportamento semelhante foi observado para adsor¢do de ACNs
do extrato de casca de berinjela em argila Laponita (Lap) (CAPELLO et al., 2019;
COELHO LEANDRO et al., 2021).
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Figura 16 - (a) Extrato rico em antocianinas (ACNSs); (b) Montmorilonita (Mnt)
adicionada ao extrato; (c) Biohibrido precipitado (BH) no final do experimento de
adsorcéo.

(b)

Fonte: Autora (2022).

Em geral, a adsor¢gdo das ACNs do extrato na Mnt apresentou influéncia
significativa em relacdo ao pH do meio (1,5, 2,5 e 3,5). A recuperagdo de ACNs
diminuiu a medida que o pH dos extratos aumentou (Figura 17), sendo a melhor
condi¢gdo de adsorcao obtida em pH 1,5. Em condigbes acidas pH < 3 as ACNs
apresentam estrutura de cations flavilium, enquanto a Mnt possui carga negativa em
pHs de 2 a 12. Portanto, a estabilizacdo das ACNs na Mnt ocorre devido as interacdes
eletrostaticas (ZACARONI et al., 2015).

No entanto, a adsor¢gdo das ACNs nao foi significativamente afetada pela
temperatura (10 e 20 °C, p > 0,05), indicando que os sitios ativos da argila ndo foram
modificados na faixa de temperatura estudada (Figura 18 a). Na literatura Coelho
Leandro et al. (2021) estudaram a adsorcdo de ACNs usando Lap em diferentes
temperaturas (5 a 40 °C), e Shiono et al. (2017) estudaram a descafeinagao do extrato
de cha verde com Mnt a 5 e 35 °C. Os autores concluiram que a temperatura nao

influenciou no processo de adsor¢cdo dos compostos.
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Figura 17 - Isoterma de adsorgao (teor de ACNs estimado no equilibrio [C.]/teor de
ACNs estimado no tempo zero [C,] vs. concentragdo de montmorilonita no tempo t
[Mnt])/concentragdo maxima de montmorilonita [Mntm]), em diferentes temperaturas.
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Nota: pH = 1,5 - (10 °C [m], 20 °C [e]); pH = 2,5 - (10°C [ V], 20°C [A]); e pH = 3,5 - (10 °C [¢], 20 °C
[«]). Antocianinas (ACNs), Montmorilonita (Mnt). Fonte: Autora (2022).

Os dados experimentais de adsorgao de equilibrio (Qe) foram ajustados pelos
modelos de Langmuir e Freundlich para as melhores condi¢gdes de adsorg¢ao obtidas
na temperatura de 20 °C e pH 1,5 (Figura 18a, b). Os modelos isotérmicos de
Freundlich e Langmuir apresentaram valores elevados de coeficiente de
determinagao, demonstrando bom ajuste aos dados experimentais (R? > 0,90 e 0,96,
respectivamente). Com base no valor de R?, o modelo isotérmico de Langmuir foi o
mais adequado para explicar a adsorcdo das ACNs sob a Mnt (p < 0,05), sugerindo
adsorcdo em monocamada (Tabela 11). Além disso, de acordo com o valor da
constante de Langmuir (KL) a adsor¢géo das ACNs na Mnt pode ser classificada como
favoravel (0 < KL< 1) (CAPELLO et al., 2019; CHEN et al., 2016b). A isoterma de
Langmuir também foi usada para descrever o processo de adsor¢ao de ACNs do
extrato de jamboldo em argilas (laponita) e resinas macroporosas (COELHO
LEANDRO et al., 2021; JAMPANI; NAIK; RAGHAVARAO, 2014).
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Figura 18 - (a) Isoterma de adsorgao (teor de antocianinas estimadas no equilibrio
[C.]/teor de antocianinas no tempo inicial [C,] vs. concentragdo de montmorilonita
(Mnt) no tempo [Mnt]/concentragcdo maxima de Mnt [Mntm]), em diferentes
temperaturas (10 °C [+] e 20 °C [+]), e pH =1,5; (b) Langmuir (-) e Freundlich (- -)
equacgdes ajustadas a curva isotérmica de adsorgao tipica (teor de ACNs adsorvida
na Mnt no equilibrio [Qe] vs. teor de ACNs estimadas no equilibrio [C,]).

(a)
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84

O modelo isotérmico de Langmuir ndo apresentou diferenga significativa na
capacidade de adsor¢cao da Mnt com o aumento da temperatura do meio (p > 0,05). A
capacidade maxima de adsorc¢édo foi de 212,04 mg de ACNs/g de Mnt (Tabela 11).
Esse resultado é superior quando comparado aos valores obtidos por Coelho Leandro
et al. (2021) para adsorgcéo de ACNs do extrato de jamboldo em Lap (Qm= 15,98 mg/q)
e por Capello et al. (2019) para adsor¢gédo de ACNs do extrato de casca de berinjela
em Lap (Qm = 14,65 mg/g). Portanto, a Mnt pode ser considerada um material
promissor para a recuperagao de ACNs. As discrepancias entre os resultados obtidos
podem estar associadas a diferencga estrutural entre a Lap e a Mnt e a maior taxa de
agitacdo (700 rpm) utilizada na pesquisa atual em comparacdo aos estudos que

utilizaram 250 rpm.
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Tabela 11 - Parametros dos modelos de isoterma de adsorgao para antocianinas adsorvidas em montmorilonita a 10 e 20 °C.

oH T (°C) Freundlich Langmuir
Kr (L"".mg("-1"/q) N R? Qm (mg/g) KL (L/mg) R?
15 10 21,10+ 2,09 2,04 £ 0,15 0,9319 212,04 + 18,724 0,04 + 0,01 0,9766
’ 20 20,60 £ 0,78 2,04 £ 0,06 0,9535 205,80 + 7,317 0,04 + 0,01 0,9904

Nota: Média + desvio padréo (n = 3). Kr = constante de Freundlich; n = intensidade da adsorgdo; Qm = capacidade tedrica maxima de
adsorgao; KL = constante de Langmuir. As médias na mesma coluna seguidas da mesma letra maiuscula ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05).
Fonte: Autora (2022).
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4.2.2.2 Cinética de adsorg¢éo

Os perfis cinéticos de adsorgdo (Figura 19) mostram que a maior
adsorcdo de ACNs em Mnt ocorreu nos primeiros 5 min, aproximando-se do
equilibrio em aproximadamente 15 min, independentemente da concentracéo de
Mnt utilizada. Valores de adsorgdo de ACNs entre 43% e 93% foram obtidos
usando 0,003 e 0,027 g de Mnt/mg de ACNs, respectivamente, sugerindo que a
capacidade de adsor¢cdo da Mnt foi influenciada positivamente pela
concentracéo. Anteriormente, Coelho Leandro et al. (2021) utilizaram 0,595 g de
Lap/mg de ACNs para obter a mesma recuperagéao, evidenciando que a Mnt é

um material promissor para recupera¢ao de ACNs.

Figura 19 - Cinética de adsorgao (concentragao de antocianinas (ACNSs)
estimadas no tempo t [C;/Cy] vs. Tempo (min) ), em diferentes concentragdes
de montmorilonita (Mnt) (0,003 [m], 0,007 [e], 0,013 [A], € 0,027 [X] g de
Mnt/mg de ACNs), a 20°C e pH=1,5.
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Fonte: Autora (2022).

Os valores dos modelos cinéticos de pseudo-primeira ordem e pseudo-
segunda ordem para a adsor¢ao de ACNs na Mnt sdo apresentados na Tabela
12. Ao comparar os coeficientes de determinagao (R?) para os modelos cinéticos,
observou-se que os valores de R? foram muito proximos. No entanto, para o
modelo cinético de pseudo-segunda ordem, as capacidades teoricas de

adsorcao (Q,) nao apresentaram diferenca significativa em relagéo aos valores
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experimentais (Qexp) (p > 0,05). Assim, este foi escolhido como o melhor modelo
para explicar a adsor¢ao de ACNs na Mnt. O modelo cinético de pseudo-segunda
ordem assume que 0 mecanismo primario que controla a adsorg¢ao € a reagao
quimica entre os ions ACNs e os grupos funcionais presentes na superficie da
argila. Este modelo cinético também foi o mais adequado para explicar a
adsorcao do cobre da cachacga, e a adsor¢cdo da cafeina de extratos de cha,
usando Mnt como adsorvente (SHIONO et al., 2017a; ZACARONI et al., 2015),
e para explicar a adsorgao de antocianinas do jambolao na Amberlite XAD7HP
(JAMPANI; NAIK; RAGHAVARAO, 2014).
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Tabela 12 - Par@metros cinéticos para adsorcao de antocianinas (ACNs) em montmorilonita (Mnt) a 20 °C e pH=1,5.

Modelo pseudo-primeira ordem Modelo pseudo-segunda ordem
M?gtﬁ(;;\ls Qexp (Mg/g) Qe (mg/g) (mli(r1r1) R? Qe (mg/g) Kzé?:lr)ng R?2
0,003 162,37 £ 1,514 156,96 + 0,38" 1,99+0,17 0,9803 160,44 + 0,354 0,03 + 0,01 0,9820
15 0,007 103,53 £+ 0,77~ 101,37 £ 0,508 1,55+ 0,01 0,9923 104,08 + 0,52 0,03 £ 0,00 0,9977
’ 0,013 63,23 £ 0,874 62,83 +0,18* 2,02+0,05 0,9986 63,69 + 0,25% 0,09 + 0,00 0,9993
0,027 35,37 £ 0,154 35,13 £ 0,08* 2,76 +£0,03 0,9992 35,35+ 0,08* 0,37 £ 0,00 0,9994

Nota: Média + desvio padréo (n = 3). As médias na mesma linha seguidas da mesma letra mailscula ndo sao significativamente diferentes (p > 0,05). Qexp é
a quantidade de ACNs adsorvidas na Mnt (mg/g), Qe é o conteldo total de ACNs adsorvidas na Mnt em equilibrio (mg/g), k1 (1/min) e k2 (g/mg-min) sédo
constantes dos modelos associados a taxa de adsorgao.

Fonte: Autora (2022).
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4.2.3 Experimentos de dessorgao

A taxa de dessorgcdo das ACNs liberadas do BH fluidos que simulam
alimentos, incluindo solugdes de agua e alcool nas concentragdes de 10%, 50%
e 95% v/v, e solugéo acida (3% v/v agua: acido acético) foi avaliada. Nao houve
dessorcdo de ACNs na solugdo acida e alcodlica (10% v/v); o BH decantado
apresentou coloragdo rosa, e o sobrenadante era transparente, indicando
auséncia de ACNs. A dessorcdo das ACNs do BH foi possivel em solucdes
alcodlicas de 50 e 95% v/v, com razéo de dessor¢ao (D) de 38,93 + 0,45 e 26,28
t+ 0,61%, e a capacidade de dessorcéo (Qq) foi de 2,05 + 0,02, e 1,38 + 0,03
mg/g, respectivamente (Figura 20).

Apos os experimentos de dessor¢ao o BH apresentou coloragdo rosa
intensa, indicando que as antocianinas ainda estavam adsorvidas na superficie
da Mnt. Os valores de D obtidos neste estudo sugerem que ocorreu baixa difuséo
do pigmento, devido a reacao quimica entre as ACNs e a Mnt, descrita por
modelos cinéticos de pseudo-segunda ordem. Um baixo valor de capacidade de
dessorgéo (47,88 + 5,41%) foi obtido por Coelho Leandro et al. (2021), para
ACNs adsorvidas em Lap, os autores consideraram que as ACNs apresentaram

alta estabilidade quimica com Lap.

Figura 20 - Taxa de dessorcgao (D, %) do biohibrido (BH) vs. tempo de
dessorgéo (t) em diferentes concentragbes de etanol (95% [] € 50% [*]).
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Fonte: Autora (2022).
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4.2.4 Caracterizacao cristalina e quimica do biohibrido

4.2.4.1 Difratogramas de raio X (DRX)

Os DRX para Mnt antes e depois da adsor¢cdo sdo apresentados na
Figura 21. Para Mnt ndo tratada os difratogramas exibiram um padrao de difragao
caracteristico de um material cristalino com varios picos de difracdo entre
20=6,7° e 60° (COELHO LEANDRO et al., 2021). Observou-se uma boa
dispersédo dos picos caracteristicos da argila, a 26=6,7°, 19,8, 20,8, 26,6, 36 e
60°, o que é atribuido a estrutura T-O-T da montmorilonita e do SiO2
(MENDONCGCA et al., 2019).

Para a Mnt tratada com acido os espectros de DRX (Figura 21)
mostraram que o acido citrico adsorvido produziu um deslocamento do valor d,
atribuido a intercalagcao das moléculas de acido na camada intermediaria da Mnt.
Os valores de d (A) aumentaram de 13,2 (Mnt ndo tratado) para 16,4 A (Mnt
modificado), indicando que as moléculas de acido estdo ocupando o espacgo
entre camadas da Mnt. Além disso, observou-se novos picos na regido entre 14
e 50° (208), provavelmente devido ao acido citrico cristalino adsorvido na
superficie do Mnt (MENDONCA et al., 2019).

As reflexdes a 26=5,4° (d = 16,4A) e 26=4,6° (d =19,2A) observadas para
Mnt tratado com acido e para o BH, respectivamente, apresentaram aumento no
espacamento d (d = 16,4 - 19,2A°), sugerindo que a agua e as ACNs foram
adsorvidas entre as camadas da Mnt (CAPELLO et al., 2019; GUTIERREZ;
PONCE; ALVAREZ, 2017; RIBEIRO et al., 2018a). Este resultado confirmou que
as ACNs foram adsorvidas no espago entre as camadas da Mnt. Em
concordancia, Gutiérrez et al. (2017) demostraram que os cations inorganicos
(Mnt) foram substituidos por cations organicos por reagao de troca (extrato de

mirtilo).
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Figura 21 - Difratogramas de raio X (DRX) para Mnt n&o tratada (MNT); Mnt
tratada com acido citrico (MNT-M); biohibrido (BH) e biohibrido apés dessorgao
(DES).

MNT—— MNT-M—— BIO—— DES

Intensidade (a.u.)

209
Nota: Montmorilonita (MNT). Fonte: Autora (2022).

4.2.4.2 Espectros de FTIR

Os espectros de FTIR da Mnt nao tratada, Mnt tratada com acido, BH e
BH apds dessorgao apresentaram diferengas para cada material (Figura 22). O
espectro de Mnt mostrou bandas atribuidas a flexdo Al-O-Si e AI-AlI-OH (523 e
916 cm), alongamento Si-O (1035 cm), hidratagdo e grupos OH estruturais
(1641, e 3627 cm™) (KOOSHA; HAMEDI, 2019b; MENDONCA et al., 2019;
TYAGI; CHUDASAMA; JASRA, 2006).

Especificamente, na regido entre 3627 e 3000 cm™, a intensidade da
banda de absorg¢do estd associada aos grupos OH das moléculas de agua
presentes nas amostras de argila (GUTIERREZ; PONCE; ALVAREZ, 2017).
Apos a modificagao da Mnt com acido citrico, as bandas relacionadas aos grupos
estruturais OH (1641 e 3627 cm™') desapareceram, o que pode estar relacionado
ao ataque de protons e a desidroxilagao. As bandas destacadas em 1747 e 1704
cm™' atribuidas a C=0 correspondem a acidos carboxilicos indicando a presenca
de acido citrico. Outras bandas entre 1430 e 1035 cm™', observadas para esses
materiais, também estéo relacionadas a presenca de acido citrico (MENDONCA
etal., 2019).
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Os espectros de FTIR do BH apds a dessorgdo mostram uma redugao
nas bandas caracteristicas do acido citrico, o que era esperado (Figura 19b).
Para o BH nao foram observadas bandas de ACNs nos espectros de FTIR.
Capello et al. (2019) também relataram que picos tipicos de antocianinas n&o
foram observados por espectroscopia FTIR em biohibrido de ACNs/Lap devido

a sobreposi¢cao com os picos de silica amorfa.

Figura 22 - Espectros FTIR para Mnt n&o tratada (-), Mnt tratada com acido
citrico (-) biohibrido (-) e biohibrido apés dessorc¢ao (-).
—— MNT—— MNT-M—— BH—— DES

Transmitancia (a.u.)

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200 800 400

Comprimento de onda (cm™)

Nota: Espectroscopia de infravermelho transformada de Fourier (FTIR), Montmorilonita (MNT).
Fonte: Autora (2022).

4.2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de

Raios-X de Dispersao de Energia (EDS)

Imagens MEV da Mnt ndo tratada, Mnt tratada com acido e BH séao
mostradas na Figura 23. Para Mnt n&o tratada, a imagem mostra aglomerados
de tamanhos e formas distintas. A morfologia da superficie da Mnt tratada com
acido e BH mostrou um aumento de aglomerados que pode estar associado a
ativacao acida e adsorcao de acido citrico e ACNs na superficie. Os resultados
de EDS confirmam a presenga de silicio (Si), aluminio (Al), oxigénio (O),
magnésio (Mg), sédio (Na) e ferro (Fe) como os principais componentes da Mnt
(Figura 23) (JAYRAJSINH et al., 2017; MENDONCA et al., 2019). A presenca
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de carbono (C) é atribuida a fixagdo das amostras em fita de carbono sob os
stubs de aluminio (CAPELLO et al., 2019).

Para a Mnt tratada com acido, a presenca de carbono (C) e oxigénio (O)
confirma a ativag&o do acido citrico. O acido citrico € absorvido pela Mnt e n&o
€ perdido durante o processo de secagem, permanecendo no espago entre
camadas e/ou na superficie da argila (MENDONCA et al., 2019).

Nas amostras de EDS para o BH pode-se observar a adsorcao de
antocianinas na Mnt, onde prétons atacaram as camadas de Mnt substituindo os
cations trocaveis e aumentando a area superficial. Este resultado esta de acordo
com o aumento dos valores de d (A) indicando que as moléculas estdo ocupando
0 espaco entre camadas da Mnt (CAPELLO et al., 2019; COELHO LEANDRO et
al., 2021).

Figura 23 - Imagens MEV e EDS obtidas para (a) Mnt n&o tratada, (b) Mnt
tratada
(b) "

i

10kV X100  100um

Fonte: Autora (2022).

4.2.6 Conteudo fendlico total (FT) e capacidade antioxidante do biohibrido

A dessorcao das ACNs e compostos fendlicos foi realizada em solugao
de etanol (50% v/v), a melhor condi¢ado de dessorgdo. Os compostos obtidos a
partir da solugdo de dessor¢do foram analisados por FT e capacidade
antioxidante (DPPH). O teor de FT dessorvido do BH foi de 0,12 + 0,01 mg/mL
que representa 38,71% da adsorcao de FT (72%) do extrato de jambolao (0,31
+ 0,01 mg/mL). Esses resultados sao satisfatorios, pois o jamboldo € rico em

compostos fendlicos (antocianinas, acido galico, catequina e acido p-cumarico)
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(KOOP et al., 2021; TAVARES et al.,, 2016), e a Mnt tem a capacidade de
adsorver compostos fendlicos. Balooch et al. (2018) relataram a adsorcao de
compostos fendlicos do extrato de roma em Mnt, com adsorgéo de 95,62% para
acido galico 38% rutina e 5,40% acido elagico.

A capacidade antioxidante de inibicdo do radical DPPH para o extrato de
jambolédo e ACNs apds dessorgéo do BH foi de 79% e 23,88%, respectivamente.
Os resultados foram considerados satisfatérios uma vez que houve baixa

liberagcdo de compostos fendlicos do BH (ver Secéo 4.2.3).

4.2.7 Estabilidade de cor

A estabilidade de cor do material BH somente foi possivel pois a
adsorcdo das ACNs na Mnt foi eficiente. Para o BH armazenado a 5 °C nao
houve diferenca significativa de cor (p > 0,05); no entanto a 25 °C foram
observadas mudancas de cor (Tabela 13). O valor da mudanca global de cor
ap6s 60 dias de armazenamento foi de 2,37, ndo perceptivel a olho nu
(ANDRETTA et al., 2019).

A estabilidade de cor de um indicador colorimétrico € considerada um
parametro essencial para fornecer um feedback visual adequado ao consumidor,
uma vez que as ACNs podem ser continuamente degradados devido as
condicbes ambientais, como meio alcalino exposicdo a luz e flutuacbes de
temperatura resultando em desbotamento da cor (ALBUQUERQUE et al., 2020;

YONG; LIU, 2020). Nesse contexto, o BH mostrou-se um material promissor.
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Tabela 13 - Cor aparente e valores de cor dos pés biohibridos (BH) a 5 e 25 °C apds 60 dias de armazenamento.

Temperatura (5 °C)
Tempo (dias) 0 7 15 30 60
L* 16,08 £ 0,124 15,93 £ 0,254 15,76 + 0,437 15,41 £ 0,254 15,48 £ 0,377
a* 31,58 £ 0,254 31,72 £ 0,377 31,85+ 0,224 31,53 +£0,27A 30,70 £ 0,864
b* -11,19 £ 0,187 -11,45 £ 0,837 -11,52 £ 0,324 -11,64 £ 0,177 -11,63 £ 0,094
AE* 0 0,76 £ 0,487 0,72 £ 0,317 0,87 £ 0,147 1,27 + 0,567
Temperatura (25 °C)
Tempo (dias) 0 7 15 30 60
L* 20,20 + 0,304 20,46 + 0,36% 20,34 + 0,07 20,24 + 0,56 19,96 + 0,914
a* 33,60 + 0,63*B 33,70 £ 1,01AB 34,43 + 0,248 32,16 + 0,45 31,99 + 0,794
b* -15,70 + 0,154 -15,03 £ 0,21AB -14,83 + 0,51AB -14,58 + 0,408 -14,46 + 0,598
AE* 0 1,29 + 0,32 1,39 + 0,32 2,01+0,78 2,37 £ 0,59

Nota: Média + desvio padrao (n = 3). Média + desvio padrao (n = 3). As médias na mesma linha seguidas da mesma letra maiuscula n&o séo
significativamente diferentes (p > 0,05).
Fonte: Autora (2022).
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4.2.8 Efeito do pH na cor do biohibrido

As imagens das respostas do BH a diferentes pHs de 1 a 12 (Figura 24A)
mostraram mudanc¢a de cor para ambos os meios, acido e alcalino. EmpHde 1a5
nao houve alteragao de cor; o BH apresentou coloragao rosa, indicando que as ACNs
permaneceram em sua forma de cation flavilium. Na faixa de pH de 6 a 9, o BH mudou
para uma cor roxa e azul, devido a oxidacdo das ACNs para base quinoidal.
Finalmente, em pH 12, a oxidagcdo das ACNs exibiu uma cor amarela (forma de
chalcona) (GIUSTI; WROLSTAD, 2001). Resultados semelhantes sao relatados para
biohibridos de Mnt/extrato de mirtilo e Lap/extrato de jambolao (COELHO LEANDRO
et al., 2021; GUTIERREZ; PONCE; ALVAREZ, 2017). Assim, o BH pode ser aplicado
como material indicador colorimétrico para monitorar o frescor de pescados, como
camarao, uma vez que o aumento do pH (> 7) esta associado a formacgao de
compostos nitrogenados volateis (por exemplo, amobnia e aminas) como resultado do

crescimento microbiano (MERZ et al., 2020).

4.2.9 Sensibilidade do biohibrido a amoénia

O BH foi exposto a vapor de amoénia (5, 10 e 15% v/v) para avaliar reagdes
colorimétricas com compostos nitrogenados volateis. O BH apresentou uma mudanca
significativa de cor (AE*) de rosa para roxo apds 6 min quando exposto ao vapor de
amoénia, independente da concentragao utilizada (Figura 24B). A mudanga de cor do
BH foi mais significativa nas maiores concentracbées de amébnia e longo tempo de
exposic¢ao, como esperado. Aos 10 min, os valores de AE* foram: 32,25, 31,05, e 30,74
para as concentragdes de 5, 10 e 15%, e nao houve diferenga significativa em relagao
ao tempo para todas as solucgdes testadas.

As mudancas de cor das ACNs expostas ao vapor de amdnia ocorreram
devido a transformacdes estruturais das moléculas causadas por ions hidroxila e a
formacao de anions de oxigénio. Os ions aménio podem estimular a criagdo de uma
condicdo alcalina na superficie do BH, resultante da hidratacédo e hidrolise do vapor

de aménia (NHs) no interior do BH. A mudanga colorimétrica em tempo real do BH
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devido os compostos volateis € uma propriedade essencial para aplicagcbes em
embalagens inteligentes com deteccao de cor (ALIZADEH-SANI et al., 2021). Como

resultado, o BH pode ser usado como um indicador para deteccdo de aménia volatil.

Figura 24 - (A) Cor visivel do p6 biohibrido (BH) (sobrenadante) imerso em solugdes
tampéao com diferentes pHs (1 e 12); (B) Mudanga de cor (AE*) do BH exposto ao
vapor de amdnia: a) 15%, b) 10% e c) 5% nos tempos: 0, 2, 4, 8 e 10 min.

(A) pH1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

18.41+1.632 23.58+1.72° 25.65+0.48° 28.31+1.56° 32.25+0.692
12.21£0.11® 16.31+0,83% 26.03+0.08?2 27.67+1.742 31.05+1.56@
8.12+0.56° 9.09+1.36° 23.03+0.89° 27.11+1.342 30.74+0.93°

Nota: As médias na mesma coluna seguidas da mesma letra minuscula ndo sao significativamente
diferentes (p > 0,05). Fonte: Autora (2022).

4.2.10 Aplicagao do biohibrido como sensor em alimento

O BH em po foi aplicado para monitorar o frescor de camardes durante o
armazenamento a 5 e 25 °C, em recipientes fechados (placa de Petri) conforme
apresentado na Figura 25A. A cor rosa inicial do BH foi usada como amostra de
referéncia (AE* = 0). Apds 24 h de armazenamento, observou-se mudanga significativa
de cor (levemente roxo) (AE* = 13,27), indicando as primeiras alteragbes na qualidade
do produto in natura (Figura 25B). Ap6s 48 h, a mudanga de cor foi mais pronunciada,
de roxo para azul (AE* =46,70). Ja nas 72 h, houve diminui¢ao da intensidade da cor
azul sem diferencga significativa (AE* = 47,68), essa coloragao € um indicativo que o

pH do produto se tornou basico (pH > 7).
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Para as amostras armazenadas a 5 °C, foram observadas variagdes de cor
menos significativas. No inicio, o BH apresentava coloragdo rosa e, durante o
armazenamento, observou-se aumento da intensidade da cor tornando-se levemente
roxa apos 72 h (AE* = 13,43). No entanto, segundo Andretta et al. (2019) as diferengas
de cor podem ser detectadas pelo olho humano quando os valores de AE* sao
superiores a 3,0.

Na temperatura de armazenamento de 5 °C, como esperado, o camarao
sofreu menor degradagdo quando comparado ao armazenamento em condigédo
ambiente (25 °C). O pH da carne do camardo foi de 6,90 e aumentou
significativamente durante o armazenamento para todas as amostras, de 6,90 a 7,37
a5°Cede6,90a 7,94 a 25 °C. Esses resultados indicam que a carne de camarao
se torna mais basica com o aumento do tempo de armazenamento.

Conforme mostrado na Figura 25B, os valores de pH da carne de camaréao
estao de acordo com o aumento dos valores de AE* do BH durante o armazenamento,
uma vez que a mudanca de cor ocorre devido as mudancas de pH. Assim, para avaliar
a correlagao entre os valores de AE* do indicador BH e o pH da carne de camarao, foi
utilizado o método de regressao de Pearson, obtendo-se um coeficiente de correlagao
(R) de 0,94 para o armazenamento a 5 e 25 °C.

O aumento do pH é consequéncia da deterioragao da carne. As proteinas da
carne sao muito suscetiveis a bactérias e bolores e, durante a deterioracéo, varios
compostos nitrogenados volateis, como amédnia e aminas sao produzidos (VEDOVE;
MANIGLIA; TADINI, 2021; ZHANG et al., 2019). Quando a aménia volatil € produzida
pelo camarao, primeiro ela é adsorvida na superficie do BH; em seguida, hidrolisam
as antocianinas produzindo ions hidroxila, alterando o pH do ambiente (ZIA et al.,
2021). Assim, o BH desenvolvido neste trabalho pode ser potencialmente utilizado
como indicador de deterioracdo de alimentos pereciveis, principalmente para garantir
a seguranca do produto durante o armazenamento. Além disso, o uso de indicadores
colorimétricos € um método pratico e simples de monitoramento do frescor de

camarao, podendo ser incorporado diretamente na embalagem.



99

Figura 25 - (A) Mudangas de cor do indicador biohibrido (BH) no armazenamento de
camaréo, imediatamente apds a embalagem e apos trés dias de armazenamento a 5
e 25 °C. (B) Valores de mudancga de cor (AE*) do indicador BH ([e]) e pH da carne
de camarao ([m]) no armazenamento a 5 °C (a) e 25 °C (b).

(A)

15 75 50 85
a) b) I —

°l ;/ ol E/FV

17,0

AE’
pH
AE

20

L L Jes L Y
0 24 48 72 0 24 48 72

Tempo (h) Tempo (h)

Fonte: Autora (2022).

4.3 CONCLUSAO

A montmorilonita (Mnt) foi eficiente na adsor¢do de antocianinas e na
obtencdo de um novo material biohibrido (BH). O processo de adsorgéo foi
independente da temperatura (10 e 20 °C); no entanto, apresentou alta capacidade
de adsorg¢ao em pH mais baixo, e melhor capacidade de adsor¢ao quando comparada

a outras nanoargilas e adsorventes. Assim, a capacidade maxima de adsorgéao foi de
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212,04 mg de ACNs/g de Mnt, onde 93% das ACNs do extrato de jambolao foram
recuperados pela adicao de Mnt a 20 °C e pH 1,5. Na pesquisa atual, a capacidade
maxima de adsorcéo foi dez vezes maior quando comparada com BH a base de
laponita. O material BH obtido apresentou coloragédo rosa estavel por 60 dias de
armazenamento a 5 e 25 °C, no escuro. A cor do BH mudou de acordo com a variagao
de pH e ao vapor de amoénia. O BH apresentou mudanga de cor visual de rosa para
azul, correlacionada com a modificagdo do pH nos camardes armazenados a 25 °C.
Além disso, o BH possui propriedades antioxidantes. Esses resultados sugerem que
o BH pode ser utilizado em embalagem inteligente para monitorar a qualidade dos

alimentos.
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CAPITULO 5 - POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO DE COMPOSTOS BIOATIVOS
DO JAMBOLAO FRENTE A MACROFAGOS RAW 264.7 ESTIMULADOS POR LPS

A inflamacédo pode ser definida como a resposta protetora e temporaria do
sistema imunoldgico inato a um agente agressor, podendo ser este um trauma ou
agentes patogénicos, resultando na eliminagao de estimulos prejudiciais, tais como
microorganismos e células danificadas; e na reparagédo do tecido. A inflamacao é
caracterizada por uma série de eventos em nivel celular, que sdo essenciais para a
sobrevivéncia, apresentando alguns efeitos benéficos. Por outro lado, uma condigéo
cronica pode ser gerada, onde ocorre uma ativagao imune persistente com a presenca
dominante de macrofagos no tecido lesado (FACCHIN et al., 2022; FULLERTON,;
GILROY, 2016; JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014).

No processo inflamatério a endotoxina lipopolissacarideo (LPS) atua como
iniciador de inflamacéao, € um constituinte das paredes celulares de bactérias Gram-
negativas. Os macréfagos estimulados por LPS liberam varios mediadores
inflamatorios, como citocinas (e.g., TNF-a, IL-6 e IL-1B) e éxido nitrico (NOx), que
fornecem diferentes fungdes e respostas aos sinais de estresse do sistema (ABDIN et
al., 2020; BILUCA et al., 2020; FACCHIN et al., 2022).

Varios estudos destacaram a capacidade dos compostos fendlicos de bagas
em atenuar a inflamagdo em macrofagos estimulados por LPS. Os compostos
fendlicos sdo conhecidos por atuarem como moléculas antioxidantes e anti-
inflamatodrias, conferindo assim consideraveis efeitos protetores potenciais contra o
desenvolvimento de doengas cronicas relacionadas a inflamagao. Atuam eliminando
e prevenindo a formagéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio que séo
geradas durante o processo de inflamagao (GASPARRINI et al., 2021; JOSEPH,;
EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014).

Além disso a busca por um estilo de vida mais saudavel tem levado ao
consumo de alimentos funcionais, visando a redu¢ao do uso de medicamentos. Sabe-
se que os alimentos funcionais podem reduzir o risco de doengas como cancer,
obesidade, condigdes inflamatdrias e patologias cardiovasculares, além de possuir
alto valor nutricional. Neste contexto os frutos de jambolao sdo reconhecidos por sua

atividade anti-inflamatéria, com potencial anticancerigeno, antidiabético e


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/lipopolysaccharide
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antiobesidade (ABDIN et al., 2020; QAMAR et al., 2022). No entanto sdo escassas as
investigacdes que elucidam o efeito anti-inflamatério in vitro do fruto de jambolao.

Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito anti-
inflamatorio in  vitro dos compostos bioativos do fruto de jamboldo (extrato e
biohibrido) em macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS através de sua
capacidade de inibir o 6xido nitrico (NOx) e citocinas proé-inflamatérias (IL-13, TNF-a
e IL-6).

5.1 METODOLOGIA IN VITRO

5.1.1 Cultura de macréfagos (RAW 264.7)

Para os experimentos in vitro, foi utilizada a linhagem celular de macréfagos
RAW 264.7, cedidos pela Professora Dra?. Claudia Maria Oliveira Simdes do
Laboratdrio de Virologia Aplicada (LVA) da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). As células foram mantidas em estufa a 5% de CO, com umidade e
temperatura controlada (37 °C). O meio de cultura utilizado foi preparado com
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) isento de fenol, com suplementacéo de
Soro Fetal Bovino (10%) e antibidtico a 1% (Penicilina). Os experimentos foram
conduzidos entre a 32 e a 82 passagem, com confluéncia celular de aproximadamente
80%. Todo o material utilizado foi devidamente esterilizado e utilizado em local
apropriado e isento de microrganismos contaminantes. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Pesquisa em Imunologia no Centro de Ciéncias da
Saude (CCS).

5.1.2 Determinacgao de viabilidade celular com azul de tripan

Os experimentos foram conduzidos apds a verificagao prévia da viabilidade
celular. Desta forma, a quantificacdo das células viaveis foi realizada através da
técnica de azul de Tripan, que se baseia na capacidade que o corante apresenta em
atravessar o citoplasma de células mortas, corando-as de azul. Sendo assim, antes

de cada experimento, as células foram descoladas das garrafas, centrifugadas e
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ressuspendidas em 5 mL de meio de cultura. Uma aliquota desta suspensao foi
separada em um eppendorf, onde foi acrescentado o corante azul de Tripan, em uma
diluicdo 1:2. Ap6s homogeneizagédo, 10 uL foram transferidos para uma camara de
Neubauer. Todas as células n&o coradas (viaveis) foram contadas nos 4 quadrantes
com o auxilio de um microscoépio 6ptico comum (aumento de 400x). O numero obtido
foi utilizado para realizagdo de plagueamento em placas de 96 pogos nas

concentragcdes necessarias.

5.1.3 Viabilidade celular (citotoxicidade)

Os compostos em estudo passaram pela avaliacdo do potencial de
citotoxicidade, onde a viabilidade celular dos macréfagos RAW 264.7 foi mensurada
ap6s o tratamento dos mesmos com com extrato de jamboldo (EXT) e solugéo
dessorvida do biohibrido (BH) obtidos de acordo com as metodologias descritas no
Capitulo 4.

Para isto, optou-se por realizar o teste fluorescente com Resarzurina, descrito
por PRABST et al. (2017). A Resarzurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) é
um corante redox fracamente fluorescente, que quando reduzido a resorufina torna-
se rosa com altissima fluorescéncia em vermelho.

Para este experimento foram utilizadas placas de 96 pog¢os, com uma
concentragdo de 5x10* células/pogo. Apds o plaqueamento, a mesma foi incubada
por 24 h (5% de CO, e temperatura de 37 °C) para a adesao e proliferagdo da
linhagem celular. Apdés o periodo de incubagado, os pogos foram tratados com as
concentracdes estipuladas para EXT e BH (100, 30, 10, 3 e 1 ug de ACNs/mL) com
posterior incubacao de 24 h. O sobrenadante foi descartado e os pocgos foram lavados
duas vezes com solugdo tampao de fosfato estéril (PBS). Em seguida, 100 pl da
solugéo de Resarzurina (pH 7,4 e concentracéo final de 1,5 mg/mL) foi adicionada em
cada pogo. Decorridas duas horas de incubagao (37 °C), a placa foi homogeneizada
para a leitura da densidade o6ptica em 530/590 nm em espectrofluorbmetro de

microplaca Gemini XPS (Molecular Devices, CA, EUA) no Laboratério de Tecnologias



104

Integradas (InteLab), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), campus
Trindade, Florianépolis, Santa Catarina, Brasil.

A partir deste teste, foi possivel determinar as concentragées de CC10 e CCso
de cada composto, ou seja, a concentragao capaz de matar 10% e 50% das células,
e consequentemente manter uma viabilidade de 90% e 50%, respectivamente. As
concentragbes foram calculadas por regressao nao linear utilizando o logaritmo da
concentracdo em fungdo da resposta normalizada (porcentagem da viabilidade
celular), e os calculos foram realizados com auxilio do programa GraphPad Prism®
versao 6.0 (San Diego, CA, EUA).

5.1.4 Dosagem de metabdlitos do 6xido nitrico (NOXx)

A producédo de NOx, foi mensurada indiretamente, sendo quantificada pela
formacgao de seus metabdlitos em nitrito (NO,"), através da reagéo de Griess
(GREEN et al., 1982). Os reagentes empregados na reagao apresentam a capacidade
de reduzir nitrito, produzindo um composto de tonalidade résea que representa a soma
de todos os metabdlitos presentes na amostra, quantificada através de densidade
optica a 540 nm (DIRSCH; STUPPNER; VOLLMAR, 1998). Para o experimento, foram
utilizadas placas de 96 pocos com concentragdo celular de 5x10* células/pogo e
incubacdo por 24 h para confluéncia celular adequada. Posteriormente, os
macrofagos foram pré-tratados com a CC1o para o EXT e BH e apds 30 min, todos os
grupos (exceto o branco) foram estimulados com LPS (1 pg/mL), por mais 24 h. Os
grupos foram divididos em: Branco (veiculo), controle negativo (LPS 1 pg/mL),
controle positivo (Dexametasona 7 uM) e tratamento com EXT e BH (1, 3 e 10 ug/mL).

ApOs a incubagéo de 24 h em estufa (5% de CO, e temperatura de 37 °C), o
sobrenadante foi coletado para a realizacao da dosagem dos metabdlitos do NOx. Em
uma placa de 96 pocos, foram adicionados 50 ul do sobrenadante e 50 pl do reagente
de Griess, seguido por incubagédo durante 40 min (em temperatura ambiente e ao
abrigo de luz). A leitura da densidade 6ptica foi realizada em 540 nm com o auxilio do
leitor de ELISA MB-580 (HEALES, Gouwei Road, SZX, CN).
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Apoés os valores de inibicdo de NOx foram calculados através de analise
estatistica descritiva, utilizando o logaritmo da concentragdo em fungao da resposta
normalizada (porcentagem da inibigdo de NOXx). Os resultados foram expressos pela
meédia * erro padrdo da média com auxilio do programa GraphPad Prism® verséo
6.0 (San Diego, Califérnia, EUA). Estes resultados foram apresentados através da
média + erro padrao (p < 0.05) sobre a porcentagem de inibicdo do NOx de cada

amostra comparado ao controle negativo (LPS 1 pg/mL).

5.1.5 Quantificagao de citocinas pré-inflamatérias (IL-18, TNF-a e IL-6)

Apos o plagueamento e adesdo em placas de 24 pocgos (1x10° cel/pogo) por
24 h, os macréfagos RAW 264.7 foram tratados com a melhor concentragdo do EXT
e BH (10 uyg/mL). Apés 30 min, as células foram induzidas com LPS (1 pg/mL) (exceto
0 grupo branco), seguido por outra incubagao de 24 h. O sobrenadante foi coletado
para a mensuragcdo dos niveis das citocinas IL-6, TNF-a (Peprotech/Rocky Hill,
Estados Unidos da América) e IL-13 (BD San Diego, Califérnia, Estados Unidos da
América). Todas as citocinas foram mensuradas através de kits comerciais pelo
método inumoenzimatico (ELISA), seguindo as instrugbes do fabricante. Nestes
protocolos foram utilizados anticorpos monoclonais especificos para cada citocina,
sendo que suas concentragcdes foram estimadas através da interpolacao da curva
padrao de cada kit. As densidades Opticas foram determinadas em comprimento de

onda de 450 nm e os resultados para cada citocina foram expressos em pg/mL.

5.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

O presente estudo é o primeiro relato da avaliagdo da atividade anti-
inflamatdria de extrato e biohibrido rico em compostos bioativos do fruto de jambolao.
Inicialmente realizou-se uma triagem de citotoxicidade e experimentos anti-
inflamatorios in vitro com macréfagos RAW 264.7 estimulados por LPS. Em seguida,
avaliou-se a capacidade do EXT e BH em inibir a secre¢ao de NOx e citocinas pro-
inflamatdrias (IL-1B, TNF-a e IL-6) apds estimulagdo com LPS em concentragbes nao

citotdxicas.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitric-oxide
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5.2.1 Viabilidade celular (citotoxicidade)

Os impactos citotoxicos do EXT e BH sobre a viabilidade celular foram
investigados (Figura 26). O EXT apresentou citotoxicidade significativa em
macréfagos RAW 264.7 apenas na maior concentracao testada de 100 pyg/mL (% de
reducao da viabilidade: 100 ug/mL: 55,0 + 0,4). J&4 o BH apresentou citotoxicidade
significativa a partir da dose de 30 ug/mL (Figura 1B) (% de reducédo de viabilidade:
30 pg/mL: 80,0 £ 6.7; 100 pg/mL: 56,6 + 0,4).

A partir da curva de viabilidade celular determinou-se a CC10e CCso para o
EXT e o BH. Sabe-se que a CC1o representa a concentracdo minima de cada
composto necessaria para matar 10% da populagdo de células, garantindo uma
viabilidade de 90%. Da mesma forma a CCso, representa a capacidade de manter uma
viabilidade de 50% das células. Em modelos de inflamagéo, onde o objetivo € manter
uma viabilidade alta de células durante os experimentos, buscam-se compostos que
apresentem baixa citotoxicidade. Desta forma, trabalhar com as doses
correspondentes a CC1o de cada composto ajuda a minimizar os riscos relacionados
a perda e morte celular (CHAN et al., 2017). Neste contexto, observou-se que o EXT
apresentou menor citotoxidade (22 pg/mL) em relagdo ao BH (15 pg/mL) (Tabela 14).

Uma vez definida a CC1o dos macréfagos RAW 264.7 tratados com EXT e BH
a atividade anti-inflamatéria desses materiais foi avaliada. O efeito anti-inflamatério do
EXT e BH foi avaliado através da medi¢cao da producdo de mediadores inflamatérios

e citocinas pelos macrofagos estimulados por LPS.



107

Figura 26 - Avaliagado da viabilidade celular do extrato (EXT) e biohibrido (BH) sobre
macrofagos RAW 264.7.
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Nota: Viabilidade celular determinada pela técnica de fluorescéncia com Resazurina. Onde, Branco:
Células tratadas somente com solucéo de tampéo de fosfato estéril (PBS, pH 7,6). A) EXT; B) BH (1-
100 pug de ACNs/mL), cada barra representa a média de sobrevida dos macréfagos em experimentos
independentes * erro padrdo da média (n=3) (p > 0.05), onde *p < 0.05 e *** p < 0.001. Fonte: Autora

(2022).
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Tabela 14 - Valores de citotoxicidade determinados para o EXT e BH.

Compostos CC1o (pg/mL) CCs0 (pg/mL)
EXT 22 198
BH 15 143

Nota: EXT: extrato de jambol&o; BH: biohibrido. CC+o: concentragdo minima de cada composto
necessaria para matar 10% das células; CCso: concentragao minima de cada composto necessaria
para matar 50% das células. Fonte: Autora (2022).

5.2.2 Efeitos dos compostos bioativos do extrato e BH nos niveis de o6xido
nitrico (NOx)

O éxido nitrico (NOx) € um radical livre bioativo de vida curta que serve como
molécula mensageira para varios processos fisiologicos e patolégicos. Uma
superproducado de NOx permite identificar o grau/estagio da inflamagdo aguda e
crénica (FACCHIN et al.,, 2022; JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN,
2014).

Baseando-se na CC10 do EXT e BH, optou-se por realizar o doseamento de
NOx partindo da concentracédo de 10 pg/mL (menor CC+o encontrada entre as 2
amostras testadas), sendo assim, a capacidade de cada amostra de reduzir a
producao de NOx foi testada nas concentragcdes de 1, 3 e 10 ug/mL.

O EXT e o BH apresentaram redugao na producdo de NOx nas 3 doses
testadas (1, 3 e 10 uyg/mL) (Figura 27 A, B) (p < 0.001). Além disso, o BH apresentou
maior potencial de inibicdo na dose de 10 pg/mL (% de inibigdo: 57,2 + 3,0) quando
comparado ao EXT na mesma concentragao (% de inibigao: 42,5 + 3,8) (Tabela 15).
Para o farmaco de referéncia Dexametasona, na dose de 7 pg/mL observou-se uma
% inibigao de 64,3 + 2,5. O farmaco Dexametasona foi capaz de inibir a produgéo de
NOx, como esperado (Tabela 15).

Van de velde et al. (2019) relataram inibigéo inferior a 10% na produgéo de
NOx para extratos de morango e amora na concentragdao de 50 ug/mL. Abdin et al.
(2020) avaliaram a atividade anti-inflamatéria de diglicosideos de ACNs isoladas da
polpa de jambolao e relataram que a malvidina 3,5-diglicosideo (40 pg/ml) reduziu a
producao de NOx para 43,65 + 4,93 ymol/L em comparagao com as células tratadas
com LPS (67,84 + 4,95 pmolL/L), ou seja 35,66%. Duarte et al. (2018) avaliaram o

efeito anti-inflamatério da pelargonidina-3-O-glicosideo (P3G) principal antocianina do
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fruto de morango e relataram que a secregcdo de NOx pelos macréfagos tratados com
LPS foi significativamente inibida pelo tratamento com P3G nas doses de 64 e 128
Mg/l (% inibicdo: 23,8 + 5,7 e 40,3 + 7,1 ymolL/L, respectivamente). No presente
estudo observou-se maiores reducdes de NOx com o uso de EXT e BH rico em

compostos bioativos do fruto de jambolao.

Figura 27 — Efeito dos extratos sobre os niveis de metabdlitos de 6xido nitrico (NOx)
em macréfagos RAW 264.7.
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Nota: Doseamente de NOx através dos reagentes de Griess. Onde, Branco (B) representa células
tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS estéril); LPS (endotoxina lipopolissacarideo)
representa as células tratadas com DMSO (1%) e induzida por LPS (1 pg/mL) e Dexa
(dexametasona) representa o grupo pré-tratado com Dexamentasona (7 ug/mL) e induzido apés 30
minutos com LPS. A) Extrato (EXT) e B) Biohibrido (BH); células tratadas nas concentracdes de 1, 3 e
10 pg de ACNs/mL, sobre os niveis de metabodlitos de NOx e induzidas apds 30 minutos com LPS. Os
resultados foram expressos como a média + desvio padrdo n = 3; ** p < 0.01; *** p < 0.001. Fonte:
Autora (2022).
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Tabela 15 - Valores estatisticos da inibicao do NOx.

Tratamento Concentragao % de inibicdo
LPS 1 pug/mL 20,50,7
Dexa 7 ug/mL 64,3+25

1 pug/mL 39,0+2)5
EXT 3 ug/mL 329+27
10 yg/mL 425+ 3,8
1 pug/mL 25552
BH 3 pg/mL 223 +1,7
10 pg/mL 57,2+ 3,0

Nota: Valores expressos em % para a inibicdo do NOx, partindo da técnica de mensuragéo dos
metabdlitos do 6xido nitrico pelos reagentes de Griess. LPS: Endotoxina lipopolissacarideo; Dexa:
Dexametasona; EXT: extrato; BH: biohibrido. Fonte: Autora (2022).

5.2.3 QUANTIFICAGAO DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS (IL-1B8, TNF-a e IL-
6)

As citocinas s&o responsaveis pela regulacdo e manutengdo do processo
inflamatorio. Portanto as quantidades de IL-6, IL-13 e TNF-a sdo aumentadas através
da inflamagao e desempenham papéis fundamentais na resposta a inflamagao nas
células. Assim, obstruir as influéncias de mediadores pré-inflamatérios pode ser uma
escolha terapéutica atraente (FACCHIN et al., 2022; GASPARRINI et al., 2021). Neste
contexto, para assegurar uma possivel atividade anti-inflamatdria, o EXT e BH devem
apresentar capacidade de reduzir a produgao destas citocinas.

Nesta etapa EXT e BH foram testados frente a sua capacidade de diminuir a
produgcdo das principais citocinas proé-inflamatoérias IL-6, TNF-a e IL-1B, na
concentragcéo de 10 ug/mL, dose definida anteriormente como a melhor concentragao
para a inibicdo de NOx.

A partir deste experimento, podemos observar que o BH e o EXT
apresentaram a capacidade de inibir significativamente a producdo das 3 citocinas
analisadas (Figura 28) (p < 0,001). A inibicéo de IL-6, TNF-a e IL-1B pelos compostos
testados foi similar aos resultados obtidos pelo farmaco de referéncia Dexamentasona
(Figura 28) (p < 0,001).
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Entre as citocinas pré-inflamatdrias secretadas pelos macréfagos, o TNF-a
desempenha um papel multifuncional na resposta inata, que regula positivamente a
producado de outras citocinas pro-inflamatorias importantes, como a IL-13 (BILUCA et
al., 2020; JOSEPH; EDIRISINGHE; BURTON-FREEMAN, 2014). O BH e o EXT
suprimiram a secrecao de TNF-a, atingindo uma inibicdo de 72,8 e 88,3%,
respectivamente.

A IL-6 também é uma citocina multifuncional pré-inflamatéria que estimula a
producdo de proteinas de fase aguda em reacdes inflamatérias. Essas proteinas
refletem a presencga e a intensidade da inflamagdo e podem ser usadas como guia
para diagndstico e manejo da inflamagao (GASPARRINI et al., 2021). A aplicagao de
EXT e BH mostrou inibicdo da IL-6, como pode ser observado na Tabela 16 que
apresenta as porcentagens de inibigdo de cada dose comparadas ao controle negativo
(LPS 1 ug/mL) expressas nos graficos.

Abdin et al. (2020) relataram redug¢ao na produgao de IL-6, IL-1B e TNF-a em
70,54%, 66,26% e 72,67%, respectivamente, em comparacgao ao LPS, com o uso de
malvidina 3,5-diglicosideo (80 pg/ml), isolada da polpa de jamboldo. Valores
superiores foram obtidos no presente estudo demonstrando o potencial da utilizacéo
do extrato de jambol&o e do BH, que sao constituidos majoritariamente por compostos
fendlicos como: acido galico e catequina, além de antocianinas como: petunidina,

malvidina e definidina.
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Figura 28 - Mensuracgéao das citocinas pro-inflamatérias IL-13, TNF-a e IL-6 em
macrofagos RAW 264.7 induzidos por LPS.
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Nota: Mensuragéo das citocinas A) IL-6, B) TNF-a e C) IL-1p através de kits comerciais de ELISA.
Onde, Branco (B) representa células tratadas apenas com os veiculos (DMSO e PBS estéril), LPS
(endotoxina lipopolissacarideo) representa células tratadas com DMSO (1%) e induzidas com LPS (1
pg/mL) e Dexa (dexametasona) representa o grupo pré-tratado com Dexamentasona (7 ug/mL) e
induzido apés 30 minutos com LPS. O tratamento foi realizado com a melhor concentragao de extrato
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(EXT) e biohibrido (BH) e induzidas apds 30 minutos com LPS. Os resultados foram expressos como
a média £ desvio padrédo n = 3; ** p < 0.01 e ** p < 0.001. Fonte: Autora (2022).

Tabela 16 - Valores de % de inibicdo da mensuragao das citocinas pro-inflamatérias
IL-6, TNF-a e IL-18 em macrofagos RAW 264.7.

IL-6 (% de TNF-a (% de  IL-1B (% de

Tratamento Concentragao

inibicao) inibicao) inibigao)

LPS 1 ug/mL 11,6 £6,0 12,7143 6,4 13,8
Dexa 7 ug/mL 72,7+41 68,6 £ 6,3 76,6 £ 2,9
BH 10 yg/mL 914 £14 72,8 £6,8 76,4 +22
EXT 10 yg/mL 85,7 4.4 88,3+4,3 81,1+1,6

Nota: Valores estatisticos da inibigdo das citocinas proé-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-13 através de
kits comerciais de ELISA. Onde, os valores foram calculados através de analise de estatistica
descritiva, utilizando o logaritmo da concentragdo em fungao da resposta normalizada (porcentagem
da inibigao de cada citocina). Resultados expressos como meédia * erro padréo (% de inibigéo) e
calculados com auxilio do programa GraphPad Prism® verséo 6.0 (San Diego, CA, EUA).

5.3 CONCLUSAO

Pela primeira vez, o efeito anti-inflamatério dos compostos bioativos do fruto
de jambolao (extrato e adsorvidos em argila) sob macroéfagos RAW 264.7 estimulados
por LPS foi investigado. Os resultados mostraram reducgao significativa para NOx e
citocinas pro-inflamatoérias IL-6, TNF-a e IL-1B. Os efeitos anti-inflamatorios
observados estdo associados a composigdo fendlica do extrato de jamboldo. No
entanto, mais estudos devem ser realizados para identificar os compostos que
influenciam nessa bioatividade. Além disso esses resultados demostraram que o
consumo humano de frutos de jambolao pode ser um importante suplemento alimentar

no tratamento de condi¢des inflamatodrias.
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CAPITULO 6 - APLICAGAO DO EXTRATO DE JAMBOLAO E BIOHIBRIDO EM
BALAS DE GELATINA

Nos dias atuais os consumidores buscam por alimentos naturais e atrativos
que conferem beneficios a saude. Em alimentos prontos para o consumo a cor € um
dos aspectos sensorias mais importante, além de ser um critério de decisao de
compra. Durante o processamento e armazenamento dos alimentos, observam-se
perdas da cor natural do produto, como solu¢do sdo adicionados aditivos para conferir
uma aparéncia mais atrativa. Os aditivos sintéticos sdo os principais corantes
utilizados pelas industrias alimenticias. No entanto, estdo sendo progressivamente
substituidos por fontes naturais, devido principalmente a exigéncia dos consumidores
e alguns efeitos adversos a saude, como reagdes alérgicas e toxicidade
(ALBUQUERQUE et al., 2020; MANZOOR et al., 2021).

Balas de gelatina estao sendo utilizadas como matriz para adicdo de farmacos
e compostos bioativos, afim de promover liberagcdo controlada e beneficios a saude
humana, sdo consumidas tanto por criangas quanto por adultos devido as cores
atrativas, formas e sabores caracteristicos (GUNES et al., 2022). Neste contexto a
aplicagdo de antocianinas para substituicdo de corantes sintéticos em balas de
gelatina mostra-se como uma alternativa promissora. Portanto o objetivo do presente
capitulo foi desenvolver balas de gelatina com adigdo de corantes naturais: biohibrido
(ACNs adsorvidas em Mnt) e extrato de jambolao. As propriedades fisico-quimicas,
funcionais e estabilidade sob luz durante o armazenamento foram avaliadas, além
disso avaliou-se a estabilidade dos compostos ao longo da simulagao gastrointestinal

in vitro das balas de gelatina.

6.1. MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Materiais

Frutos de jamboldo foram colhidos manualmente de arvores locais em

Florianopolis, SC, Brasil, em margo de 2021. Os frutos foram colhidos no estagio
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maduro, apos realizou-se o despolpamento manual e a polpa foi armazenada a -18 *
2 °C. Montmorilonita bruta (CP31- Bentonisa, Brasil), acido citrico (Vetec, Brasil) e
extrato de jambol&o foram utilizados para a produgéo do biohibrido. Para a produg¢ao
das balas de gelatina utilizou-se: gelatina bovina (bloom 250, Gelnex, Brasil), mel
silvestre (Mel buss, Brasil), extrato de jambol&o, biohibrido e agua destilada. Folin-
Ciocalteau e acido galico foram utilizados para analises de compostos fendlicos totais,
Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) para eliminagado de
radicais livres por DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (Sigma-Aldrich), tampéao cloreto de
potassio (pH = 1,0) e tampao acetato de sédio (pH = 4,5) para quantificacdo de
antocianinas monomericas totais. Para as condigbes gastrointestinais simuladas in
vitro, as enzimas a-amilase (Sigma-Aldrich A1031), pepsina da mucosa gastrica suina
(Sigma-Aldrich P7012), pancreatina do pancreas suino (Sigma-Aldrich P7545) e sais
biliares bovinos (Sigma-Aldrich B3883) foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

6.1.2 Obtencao de extrato de jambolao e caracterizagao das ACNs

O extrato de jambolao foi obtido de acordo com o método descrito por Koop
et al. (2021). A quantificagdo de antocianinas monomeéricas totais foi realizada pelo
método diferencial de pH (GIUSTI; WROLSTAD, 2001), de acordo com o método

descrito em 3.1.5.3.

6.1.3 Fendlicos totais e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos totais (FT) foram determinados pelo método de Folin-
Ciocalteu de acordo com Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos (1999) com
pequenas modificacdes e os resultados de FT foram expressos em mg de equivalente
de acido galico por litro de amostra (mg EAGIL).

A capacidade antioxidante das amostras foi determinada pela eliminacéo do
radical DPPH+ de acordo com o método descrito por Brand-Williams et al. (1995). A
absorbancia foi medida a 515 nm em um espectrofotdmetro (Quimis, Q898U2M5,
Brasil), e os resultados foram expressos em micromol de equivalente de Trolox por

litro de amostra (umol ETI/L).



116

6.1.4 Obtencao do biohibrido (BH)

Para obter o biohibrido, primeiramente, o pH do extrato de jambol&o foi ajustado
para 1,5, no qual 0,027 g de Mnt/mg de ACNs foram adicionadas ao extrato e agitado
(700 rpm) a 20 °C por 30 min. Apds a adsorg¢ao, o material decantado foi separado do
sobrenadante e seco (forno a vacuo) a 35 °C por 4 h. O pé de BH foi condicionado em
dessecadores contendo silica gel a 25 °C (= 0% R.H.) por 7 dias no escuro (CAPELLO
et al.,, 2019; COELHO LEANDRO et al., 2021).

6.1.5 Estabilidade térmica, cinética de degradacao e parametros de das ACNs

do extrato de jambolao e do BH

A estabilidade térmica das ACNs do extrato de jamboldo e BH foi analisada
de acordo com o método descrito por Wang et al. (2021) com modificagdes. As
amostras foram adicionadas em frascos de vidro com tampa de rosca e apos
introduzidas em uma estufa de conveccéo pré-aquecida sob temperatura controlada
de 60 e 90 °C. Trés tubos de cada amostra foram coletados nos tempos 0, 15, 30, 60,
120 e 180 min e rapidamente resfriados em freezer vertical. O teor de ACNs para cada
amostra foi determinado de acordo com o método descrito em 3.1.5.3.

Para avaliar a estabilidade térmica das ACNs os dados obtidos foram
ajustados a um modelo de cinética de degradacgao de primeira ordem (TEIXEIRA et
al., 2021; WANG et al., 2021). A constante da taxa de degradacédo das antocianinas
(k) para cada temperatura foi definida por uma regressao dos dados experimentais
em funcao da concentragao inicial com o aumento do tempo, conforme descrito pela

Equacao 18:

Ct == CtO * e_kt (18)
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Onde, C; € a concentragdo de ACNs em um determinado tempo em mg/L ;
C:, € a concentragao inicial de¢ ACNs em mg/L; t € o tempo em s e k € a constante
cinética de degradagdo em min-'.

A partir dos dados da constante cinética de degradacgao (k) foi encontrado o

tempo de meia vida (t,,,), de acordo com a Equagéao 19:

In(0,5) (19)
ly2 = 2

Apods os experimentos também foram capturas imagens do extrato e BH afim
de avaliar a degradagao de cor de acordo com o método descrito na secgédo 4.1.8.
Com os valores de a* e b* foram calculados os parametros: Croma (C*) e angulo de

matiz (Hue®), de acordo com as Eq. 20 e Eq. 21:

¢t = JaZ b2 (20)

b*) (21)

Hue® = arctan (—*
a
Por fim para visualizar as mudangas de cor, amostras de cores foram criadas

a partir dos valores L*, a* e b* de cada imagem usando o software Adobe Photoshop
CC (Adobe Systems, Inc., San Jose, CA, EUA) (ZHAO et al., 2020).

6.1.6 Elaboragao das balas de gelatina com adicao de ACNs

As balas de gelatina com adigdo de ACNs foram preparadas de acordo com
um estudo anterior com modificagdes (MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018). A
composi¢ao das balas esta listada na Tabela 17, sendo utilizada uma razdo massica
de 60:40 (mel: gelatina hidratada sem e com adi¢gao de ACNSs).

Foram elaboradas trés formulacdes: balas com adicdo de BH (BBH),
preparadas misturando-se a gelatina granulada com BH em p06; balas com extrato de
ACNs (BEXT) onde o extrato foi utilizado para hidratar a gelatina granulada, e balas



118

controle sem ACNs (BC). Para as balas com extrato e BH a concentragao de ACNs
inicial foi a mesma.

Na primeira etapa de elaboragdo adicionou-se gelatina granulada em agua
destilada (23 °C) por 30 min para sua hidratagdo. Apds a gelatina hidratada foi
depositada em banho-maria a 60 °C por 30 min, e entdo adicionou-se mel pré-
aquecido a 60 °C sob a mistura de gelatina homogeneizando-se manualmente por 2
min. Por fim a mistura foi vertida em moldes cilindricos (3 x 15 mm) resfriada a
temperatura ambiente por 30 min e acondicionada por 24 h em geladeira a 7 °C. Apos
as balas foram desenformadas e cortadas em fatias (3 x 2 mm) que foram
acondicionadas por trés dias em dessecador contendo solug¢ao saturada de carbonato
de potassio (43,2% de umidade relativa) a 20 °C.

Tabela 17 - Descri¢cao das formulagbes das balas de gelatina sem e com adicéo de
antocianinas (ACNSs).

Ingredientes Formulacoes
(9/100 g) BC BEXT BBH
Mel 60 60 60
Gelatina 8 8 8
Agua 32 - 31
Acido citrico 0,5 - -
EXT - 32 -
BH - - 1

Nota: BC: bala controle; BEXT: bala com adi¢do de extrato (EXT); BBH: bala com adi¢do de
biohibrido (BH). Fonte: Autora (2022).

6.1.7 Caracterizacgao fisico-quimica e bioativa das balas

A atividade de agua (aw) das balas de gelatina foi medida com um higrémetro
a 25 °C. As balas foram cortadas em laminas circulares de 2 mm de espessura
colocadas em recipientes de amostra e realizada a leitura (Aqualab, Decagon
Devices). O pH das balas foi medido diretamente com o uso de um pHmetro para
sélidos (Testo 205-Brasil). O teor de umidade foi determinado de acordo com AOAC
(2005).

O perfil de textura das balas (TPA) de gelatina foi realizada usando um
dispositivo de analise de textura (TA-XT plus; Stable Micro Systems, Surrey, UK). Para

cada ensaio 10 amostras foram comprimidas duas vezes a uma taxa de compressao



119

de 50% com uma sonda plana circular de 35 mm e velocidade de 2 mm.s™ a
temperatura ambiente (MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018; TIREKI; SUMNU; SAHIN,
2021) Os parametros de textura dureza, elasticidade, coesdo, gomosidade, resiliéncia
e mastigabilidade foram gerados a partir do grafico forga-tempo.

As propriedades funcionais das balas foram avaliadas por fendlicos totais,
antocianinas monomeéricas totais e atividade antioxidante por DPPH. 5 g de amostra
foram adicionadas em um tubo falcon com 20 mL de agua destilada, apds adicionou-
se o tubo em banho-maria (40 °C/5 min) para dissolucédo das balas. Os tubos foram
centrifugados a 4677 g por 10 min (Kasvi, Brasil) e o sobrenadante coletado. A
quantificagcdo dos compostos e atividade antioxidante da solugéo obtida foi realizada

de acordo com o descrito nos itens 6.1.2 e 6.1.3.

6.1.8 Efeito da luz na estabilidade de cor das balas de gelatina

Para estudar o efeito da luz na estabilidade de cor das balas de gelatina,
amostras (BC, BEXT e BBH) foram colocadas dentro de uma céamara (60 x 40 cm) a
10 cm de uma lampada halégena (25 W, cor branca, Kian CFL Reta, China) durante
14 dias a 20 °C. Fotos foram registradas diariamente com uma camera digital (Nikon
D5500, Nikon Corporation, Japao). As imagens foram analisadas utilizando o software
Image J (National Institute Health, Bethesda, MD, USA) equipado com o plugin Color
Space Converter para converter cores do sistema RBG para escala CIELab. As
medidas de cor foram baseadas nas coordenadas CIELab, luminosidade (L*),
intensidade de cor verde-vermelho (a*) e intensidade de cor azul-amarelo (b*)
(COELHO LEANDRO et al., 2021). A mudanca global de cor (AE*) das amostras sem
luz (controle) e submetidas a luz durante o armazenamento (amostra) também foi

calculada.
6.1.9 Digestibilidade gastrointestinal in vitro das balas de gelatina
Os ensaios de digestibilidade in vitro das balas com ACNs e bala controle

foram realizados conforme protocolo de simulagdo da digestdo gastrointestinal
definida pela INFOGEST e descrito por Minekus et al. (2014) e Brodkorb et al. (2019)
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com algumas modificagdes. A simulagao foi realizada sequencialmente para as fases
oral (fragcao de liberagdo da matriz na boca), gastrica (fracdo de liberagao da matriz
no estdmago) e intestinal (fracdo de liberacdo da matriz pelo intestino delgado). Os
fluidos de cada etapa apresentavam a seguinte composigao:
eFluido de simulagao salivar (SSF): 15,1 mM KCI, 3,7 mM KH2PO4, 13,6 mM NaHCOs,
0,15 mM MgCl2(H20), 0,06 mM (NH4)2COs, 1,1 mM HCI e 1,5 mM CaClz(H20)2;
eFluido de simulagao gastrica (SGF): 6,9 mM KCI, 0,9 mM KH2PO4, 25 mM NaHCOs,
47,2 mM NaCl, 0,172 mM MgClI2(H20), 0,5 mM (NH4)2COs, 15,6 mM HCI e 0,15 mM
CaClz(H20)z;
eFluido de simulagao intestinal (SIF): 6,8 mM KCI, 0,8 mM KH2PO4, 85 mM NaHCOs,
38,4 mM NaCl, 0,33 mM MgCl2(H20), 8,4 mM HCI e 0,6 mM CaClz(H20)z.

Inicialmente todas as solucgdes utilizadas no experimento foram aquecidas a
37 °C, e a simulagao foi executada na mesma temperatura. As amostras (5 g) foram
transferidas para um tubo falcon (50 mL) e a simulagao da fase oral foi iniciada pela
adicdo de SSF 1:1 (m/v) e solugdo de a-amilase salivar humana (75 U/mL). A mistura
foi entdo ajustada para pH 7 e incubada a 37 °C em banho maria sob agitagdo de 100
rom por 2 min. Em seguida, o bolo oral foi misturado com SGF 1:1 (v/v) e seu pH
ajustado para 3 com HCI 1M e adicionado de solugao de pepsina suina (2.000
U/mL). A mistura foi entdo incubada a 37 °C em banho maria sob agitagdo de 100 rpm
por 2 h.

Para a fase do intestino delgado, o quimo gastrico foi misturada com SIF 1:1
(v/v), contendo pancreatina (100 U/mL baseada na atividade da tripsina) e sais biliares
(10 mM). O pH foi ajustado para 7 usando NaOH 1M e as amostras foram novamente
incubadas a 37 ‘C em banho maria sob agitagao de 100 rpm por 2 h. Amostras foram
coletadas para todas as fases de digestao (inicial, oral, gastrica e intestinal). Em
seguida, todas as amostras foram centrifugadas a 4677 g por 15 min (Kasvi, Brasil) e
armazenadas a -20 °C até analise posterior. Os experimentos de digestdo in
vitro foram realizados em duplicata. As fracbes foram analisadas em triplicata para
antocianinas, fendlicos totais e atividade antioxidante por DPPH. A bioacessibilidade
para ACNs e FT das amostras foi calculada de acordo com a Equacgao 22:


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pepsin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pancreatin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/bile-salt
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n
Bioacessibilidade (%) = n_x x 100 (22)

l

Onde n, é o conteudo quantificado apds cada etapa da digestao, e n; € o conteudo

quantificado antes da digestao (inicial).
6.1.10 Analise estatistica

A anadlise experimental foi realizada em ftriplicata e os resultados foram
expressos como média £ desvio padrdo. A analise de variancia (ANOVA) e o teste de
comparagdes multiplas de Tukey foram realizados a um nivel de significancia de 5%
utilizando o software Statistic 6.0 (StatSoft Inc., EUA).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.2.1 Estabilidade térmica, cinética de degradacao e parametros de cor das

antocianinas do extrato de jambolao e do biohibrido

As balas de gelatina podem ser produzidas por fervura de agentes gelificantes
e agucares, usando duas técnicas de mistura: a frio (60 °C) e a quente (90 - 100 °C)
(MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018). Embora o aquecimento seja uma abordagem
eficaz para esterilizagdo ou cozimento na fabricagdo de alimentos, as ACNs sao
degradadas em temperaturas > 40 °C (LUIZA KOOP et al., 2022). Além disso ocorre
perda de sua coloragdo, o que nao € desejavel, pois no presente estudo buscamos
substituir corantes sintéticos por naturais.

Neste contexto o teor de ACNs e os parametros de cor foram medidos durante
0 aquecimento do extrato de jambolao e do BH antes da producgao das balas (60 e 90
°C/180 min). A preservagao do teor de ACNs com o tempo de aquecimento em fungao
da temperatura é apresentado na Figura 29A, podemos observar que as ACNs
apresentaram maior degradagédo com o aumento da temperatura, comportamento ja
conhecido (TEIXEIRA et al., 2021; WANG et al., 2021).
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Figura 29 - (A) Concentracao de antocianinas (ACNs) para o extrato (EXT) e
biohibrido (BH) nas temperaturas de 60 e 90 °C em fung¢ao do tempo. (B) Cor do
biohibrido e extrato apds aquecimento.
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Fonte: Autora (2022).

A amostra BH teve menor reducédo no teor de ACNs quando comparada ao
extrato nas duas temperaturas estudadas, indicando estabilizacdo das ACNs com a
adsor¢gao em Mnt (Figura 29A). Outros estudos também demonstram estabilidade
térmica de ACNs adsorvidas em argila (LI et al., 2019b, 2019a).

A reducado do teor de ACNs também foi avaliada pelo modelo cinético de
primeira ordem. O coeficiente de determinagdo (R?) obtido variou de 0,90 a 0,98, o

que indica a qualidade do ajuste do modelo cinético de primeira ordem aos dados


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/goodness-of-fit-test
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experimentais (Tabela 18). Os valores de ke t /2 aumentaram com a temperatura,
indicando que uma maior degradagao ocorreu em temperaturas de processamento
mais altas. Na temperatura de 90 °C ot ¥z para as ACNs livres foi de 1,65 h e aumento
para 7,70 h no BH. O aumento do valor de meia-vida das ACNs presentes no BH

confirma sua proteg¢ao contra a degradacgao térmica devido a presencga de Mnt.

Tabela 18 - Parametros cinéticos do efeito da temperatura na estabilidade das
antocianinas do extrato de jambol&o e BH.

Amostras k (min™) R? t 2 (h)
BH 60 °C 0,0004 0,9316 28,87
BH 90 °C 0,0015 0,9067 7,70
EXT 60 °C 0,0007 0,9355 19,25
EXT 90 °C 0,0067 0,9890 1,65

Nota: BH: biohibrido; EXT: extrato de jambolao; k: constante da taxa de degradagéao das
antocianinas; R coeficiente de determinagdo; t ¥2: meia-vida. Fonte: Autora (2022).

Além disso, a degradacao do pigmento vermelho das ACNs durante o
aquecimento resulta na reducdo da vermelhiddo das amostras (a*), assim as
alteracdes nos valores de cor foram examinadas (Figura 29B). A Tabela 19 apresenta
os valores de cor para o extrato e o BH durante o aquecimento em termos de L*, a*,
C* e Hue’. Para o extrato apés o tratamento térmico a 90 °C por 180 min, os valores
de L* e 0 Hue® moveram-se para valores mais altos e o valor de C* para valores mais
baixos, o que indica que o aquecimento causou degradag¢ao das antocianinas, a cor

das solugdes tornou-se mais clara, com menor intensidade da cor vermelha.



Tabela 19 - Parametros de cor para o extrato de jambolao (EXT) e o biohibrido (BH)

durante o aquecimento.

Amostras
Tempo (min) BH EXT
60 °C 90 °C 60°C 90°C
0 19,310,772 18,54+1,15° 44,03+0,232 43,72+0,852
30 18,58+0,912  17,61+0,392°  44,.47+0,572 45,56+0,532P
60 18,03+0,682 17,20+0,352b°  44,24+0,48%  47,40+0,32°°
L* 90 17,48+1,122 16,80+0,752>¢ 44,01+0,70% 49,23+0,92°
120 18,37+1,54®  16,13+0,37°¢ 45,41+0,572> 51,51+1,18%¢
150 18,39+1,90° 15,51+0,91¢ 46,50+0,59>¢  52,38+1,21°
180 17,720,662 15,52+0,73°¢ 47,09+0,41° 54,83+0,55
0 37,75+0,882 37,61+1,152 52,28+0,332 52,330,152
30 37,020,252  36,93+0,672° 52,58+0,862 51,58+0,622
60 37,04+0,80% 36,70+0,16*°> 52,13+0,40%°  48,20+0,61°
a* 90 37,07+1,36% 36,48+0,99%® 51,67+0,18%°  44,82+0,63°
120 37,57+0,902 35,55+1,052® 51,01+0,862%° 42,34+0,40¢
150 36,75+1,312  34,96+1,432b  50,59+0,50>¢  32,22+0,59¢
180 36,741,452 34,60+1,39° 49,39+0,62° 30,55+0,41f
0 38,82+0,822 38,67+1,052 55,99+0,492 56,03+0,352
30 38,05+0,352  37,87+0,632° 56,37+1,132 54,77+0,412
60 38,05+0,94%  37,62+0,082° 55,840,712 50,98+0,432,b
Cc* 90 38,05+1,54%  37,37+0,79%® 5531+0,31®>  47,19+0,51¢
120 38,52+0,772  36,42+0,992° 54 53+1,142b°  43,86+0,22¢
150 37,64+1,552 35,73+1,39° 53,68+0,43%¢  32,87+0,70°
180 37,72+1,302 35,33+1,19° 52,47+0,50° 31,02+0,48f
0 346,56+1,00a 346,56+1,032 20,960,852 20,930,842
30 346,63+0,692 347,20+0,412 21,130,722 19,65+0,982°
60 346,82+0,802 347,350,612 21,000,762 18,94+0,852°
Hue® a0 347,02+0,942 347,49+1,582 20,88+1,202 18,24+0,79°
120 347,27+1,362 347,60+0,832 20,67+0,66° 15,11+1,35¢
150 347,63+1,402 348,15+0,932 19,54+0,45° 11,38+0,85¢
180 346,89+1,272 348,39+1,79°2 19,70+1,59° 9,96+0,93¢

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma coluna indicam que nao houve diferenga
significativamente entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey, para L*, a*, C* e
Hue® em funcdo do tempo de aquecimento. Fonte: Autora (2022).

Para o BH o valor de a* e C* diminuiu indicando menor intensidade da cor
vermelha, no entanto ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) para o angulo de
tonalidade (Hue®). Portanto o BH manteve sua coloragdo vermelho/purpura, que é
caracteristica da presenga de ACNs do fruto jambolao. Tavares et al. (2020) obtiveram
valores de Hue® semelhantes (320°), que foram atribuidos a coloragdo vermelho-
purpura para o p6 de suco de jambolao, além disso a cor do po6 foi preservada durante

0 armazenamento.
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Na temperatura de 60 °C houve diminuigao significativa da intensidade da cor
vermelha para o extrato apenas nos tempos 150 e 180 min (p < 0,05). Em contraste o
BH manteve sua coloragdo. Estes resultados demonstram que as amostras extrato e
BH sofreram menor alteragao de cor e redug¢ao do teor de ACNs na temperatura de

60 °C, sendo escolhida para preparacao das balas de gelatina.

6.2.2 Caracterizagao fisico-quimica, bioativa e parametros de cor das balas de

gelatina

A caracterizagcao fisico-quimica das balas de gelatina produzidas esta
apresentada na Tabela 20. Os valores de atividade de agua das balas estdo de acordo
com valores relatados (0,7 - 0,8) por Rivero et al. (2021) para balas adicionadas de
compostos bioativos de frutas e Mutlu et al. (2018) para balas com adicdo de mel e
suco de frutas. A atividade de agua considerada segura para produtos de confeitaria
varia entre 0,55 - 0,75. Em valores de aw > 0,6 pode haver crescimento de fungos
durante o armazenamento (ERGUN; LIETHA; HARTEL, 2010), assim acido citrico foi
adicionado na formulagéo das balas como conservante. Rivero et al. (2021) também
adicionaram acido citrico e extrato de propolis para evitar o desenvolvimento de
fungos em balas de gelatina.

O teor de umidade das balas foi de aproximadamente 14% e nao houve
diferencga significativa entre as formulagdes (p > 0,05). Este resultado esta de acordo
com os valores de umidade obtidos para balas de gelatina que variam de 10 a 20%
(ERGUN; LIETHA; HARTEL, 2010; MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018; RIVERO et al.,
2021). De modo geral o teor de umidade e aw em balas de gelatina esta diretamente
relacionada a sua textura e atividade microbiana. Esses fatores séo influenciados pela
temperatura de cozimento, teor de gelatina adicionado, tempo de reteng¢ao das balas
no amido de secagem ou em umidade relativa controlada (COBAN et al., 2021;
ERGUN; LIETHA; HARTEL, 2010; MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018).

As balas de gelatina apresentaram valor de pH=3,6 € ndo houve diferenga
significativa entre as amostras (p > 0,05), devido a padronizagao da concentragao de
acido citrico nas formulacdes. O valor de pH esta de acordo com outros estudos que

produziram balas de gelatina com adigdo de extrato de frutas e acido citrico e
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obtiveram valores de pH entre 3,0 a 5 (COBAN et al., 2021). Além disso, segundo
Cano-Lamadrid et al. (2020) a adicdo de 1% de acido citrico melhorou a cor,
a atividade antioxidante e os atributos sensoriais de balas de gelatina a base de suco
de roma. Ainda valores de pH acidos contribuem para estabilidade de compostos

bioativos, como as antocianinas (GUNES et al., 2022).

Tabela 20 - pH, atividade de agua (aw) € umidade das balas de gelatina.

Parametros Amostras
BC BEXT BBH
pH 3,60 + 0,022 3,59 £ 0,022 3,58 +0,012
aw 0,787 £ 0,0022 0,781 + 0,001° 0,778 £ 0,001¢
Umidade (%) 13,59 + 0,282 14,60 + 0,37° 13,69 + 0,463P

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma linha indicam que nao houve diferenga
significativamente entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. BC: bala controle;
BEXT: bala com adigao de extrato; BBH: bala com adi¢ao de biohibrido.

Fonte: Autora (2022).

6.2.3 Perfil de textura das balas de gelatina

A textura € um dos fatores mais importantes para determinar a aceitagcao
sensorial dos produtos de confeitaria. A analise de textura por TPA foi realizada e os
parametros de dureza, mastigabilidade, gomosidade, adesividade, elasticidade e
coesdo foram determinados (Tabela 21).

Para os parametros dureza, mastigabilidade e gomosidade, os maiores
valores foram obtidos para a bala BBH que apresentou diferenca estatistica
significativa (p < 0.05) em relagcédo a amostra controle, e foi semelhante a amostra
adicionada de extrato. Esse comportamento pode estar relacionado a adigao de
solutos nas balas com extrato e BH que favorecem a formacao de redes e
ocasionaram uma melhor reticulagao entre as cadeias poliméricas dentro do sistema
de gel (CASAS-FORERO et al., 2021).

Comportamento semelhante foi observado por Casas-Forero et al. (2021)
para a adicdo de suco de mirtilo crioconcentrado em géis de gelatina.
Especificamente, Staroszczyk et al. (2020) avaliaram a incorporagdo de compostos
bioativos em filmes de gelatina de peixe e indicaram que a maior resisténcia do gel

com suco de frutas foi atribuida a interagao da gelatina com as antocianinas.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0308814622006975#b0045
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antioxidant-agent
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Os valores de dureza obtidos (8,60 a 10,44 N) foram menores aos reportados
por Coban et al. (2021) que adicionaram extrato rico em antocianinas como corante
natural em balas de gelatina, onde a dureza variou de 11,43 a 15,85 N. E similares a
balas de gelatina adicionadas de mel e suco de frutas, onde a dureza foi de
aproximadamente 8 N para todas as formula¢gdes (MUTLU; TONTUL; ERBAS, 2018).
Valores menores para o parametro dureza sao considerados positivos em termos de
aceitacao e qualidade do produto, pois balas macias sao preferidas pelo consumidor
e além disso a dureza afeta a liberacdo de sabor, devido a maior taxa de difusdo
(COBAN et al., 2021).

Os parametros de adesividade, elasticidade e coesdo n&o apresentaram
diferenca estatistica significativa entre as formulag¢des (p > 0,05), indicando que a
adicdo de antocianinas ndo afetou a estrutura das balas de gelatina. Comportamento
semelhante foi observado para géis de gelatina com extrato de mirtilo crioconcentrado
(CASAS-FORERO et al., 2021). Além disso, os valores de coesividade indicam a forga
das ligagdes internas que formam a estrutura do produto, valores na faixa de 0,7 - 0,9
foram obtidos por estudos anteriores, e estdo de acordo com o presente estudo
(COBAN et al., 2021; MIRANDA et al., 2020; RIVERO et al., 2021).

Tabela 21 - Perfil de textura das balas de gelatina.

Amostras
Parametros BC BEXT BBH
Analise de perfil de textura (TPA)

Dureza (N) 8,60 + 0,592 9,87 + 0,932b 10,44 + 0,79P
Mastigabilidade 7,36 + 0,46 8,40 + 0,77aP 8,84 + 0,67°
Gomosidade (N) 7,83 + 0,492 9,02 + 0,842b 9,44 + 0,69°

Adesividade (N.s) -3,05 + 0,642 -3,67 + 0,982 -2,96 + 0,752

Elasticidade 0,94 + 0,012 0,93 £ 0,022 0,94 + 0,012

Coeséao 0,91 +0,012 0,91 + 0,012 0,90 + 0,012

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma linha indicam que n&o houve diferenga
significativamente entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. BC: bala controle;
BEXT: bala com adi¢do de extrato; BBH: bala com adigado de biohibrido.

Fonte: Autora (2022).

6.2.4 Propriedades bioativas das balas de gelatina

As propriedades funcionais das balas foram analisadas por FT, ACNs e
atividade antioxidante e estao apresentados na Tabela 22. Comparando-se os valores



128

obtidos para balas adicionadas de extrato livre (BEXT) e BH observamos diferenca
significativa (p < 0,05) entre as amostras com menores valores para BBH, pois os
compostos bioativos adsorvidos na Mnt apresentaram pouca liberacdo no meio de
extracao.

Outros estudos também desenvolveram balas potencialmente com
propriedades funcionais: Rivero et al. (2021) obtiveram 550,8 mg EAG/100 g e 1820
umol de Trolox/100 g para balas adicionadas de extrato de prépolis e framboesa em
p6 como corante natural. Casas-Forero (2021) desenvolveram géis de gelatina com
adicao de suco de mirtilo crioconcentrado (20%) com valores de 54,6 mg EAG/100 g,
4,5 mg ACNs/100g e 41,8 umol de Trolox/100 g. Miranda et al. (2020) desenvolveram
balas probidticas enriquecidas com polpa de jucara e obtiveram 167 mg ACNs/100 g
com adicao de 20% de polpa na formulagdo. A variacdo nos valores de FT, ACNs e
atividade antioxidante esta relacionada com a concentragdo e ingredientes
adicionados na formulagéo, ndo sendo encontradas formulagcées semelhantes.

No presente estudo as propriedades bioativas das balas de gelatina
desenvolvidas estao atribuidas a adigdo de mel e extrato de jamboldo na formulagéo,
ou seja, os resultados apresentados na Tabela 22 para FT e DPPH correspondem a
bala integral. O jambolao é uma fruta rica em compostos fendlicos, sendo os principais
o acido galico e a catequina, além das antocianinas maijoritarias no fruto, como a
petunidina, malvidina, delfinidina e cianidina (KOOP et al., 2021; TAVARES et al.,
2016). O mel € um produto natural pronto para o consumo produzido a partir de
diferentes tipos de néctar ou melada, coletados pelas abelhas em uma variedade de
plantas, assim, existe uma grande variagao do perfil de flavonoides entre as amostras;
podemos destacar a catequina, epicatequina, kaempferol e miricetina (GONCALVES
et al., 2021).

Tabela 22 - Compostos bioativos e atividade antioxidante das balas de gelatina.

Parametros Amostras
BC BEXT BBH
ACNs (mg/100 g) - 15,97+0,322 3,67+0,26P
FT (mg EAG/100 g) 178,82+0,642 220,95+1,48° 210,81+2,12¢

DPPH (umol TE/M00g)  29,94+270°  177,531,56" 63,0143,50°
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Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma linha indicam que n&o houve diferenga
significativa entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. BC: bala controle; BEXT:
bala com adicao de extrato; BBH: bala com adicao de biohibrido. Fonte: Autora (2022).

6.2.5 Aspecto visual e cor das balas de gelatina

Além das balas apresentarem propriedades funcionais, o aspecto visual e a
cor sao caracteristicas que influenciam a decisdo de compra de produtos pelo
consumidor. Pode-se observar na Tabela 23 que as balas de gelatina apresentaram
aspecto visual uniforme para todas as formulagdes, e o BH em p¢é foi distribuido
uniformemente na matriz de gelatina. Além disso as particulas ndo foram visiveis a
olho nu e o BH conferiu coloragcdo mais intensa a amostra quando comparada ao
extrato puro. Ribeiro et al. (2018) produziram filmes de gelatina com adigdo de Mnt e
extrato de acerola; os filmes produzidos apresentaram superficie uniforme com
intensificagao e estabilizagdo da cor.

Todos os parametros de cor L*, a* e b* apresentaram diferenga significativa
(p < 0,05) entre as amostras, como observado na Tabela 23. A amostra controle
apresentou maior luminosidade com valores préximos ao amarelo; com a adigao de
ACNs a intensidade da cor vermelha (a*) aumentou e consequentemente houve
diminuicao da luminosidade para ambas formulacdes.

A BEXT apresentou coloragao entre o laranja e vermelho, com valores de a*
e b* semelhantes. Ja para a BBH a tonalidade vermelha diminui e o valor de b*
apresentou caracteristica azulada, pois a cor da bala mudou para tonalidade
vermelha/roxa. As diferencas na coloracao das balas adicionadas de ACNs na mesma
concentracao sao atribuidas ao estado fisico, extrato liquido e particulas e a influéncia
da cor do mel na mistura. Outro fator pode ser o pH das ACNs, no entanto no presente
estudo os valores obtidos ndo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05).

Resultados semelhantes foram obtidos por Casas-Forero et al. (2021) que
avaliaram o efeito da adicdo de suco de mirtilo crioconcentrado em géis de gelatina.
Os géis apresentaram coloragdo intensa e avermelhada (a*= 1,4 e b*= -0,1)
semelhante ao suco crioconcentrado fresco. No presente estudo a coloragao da BBH
€ semelhante ao BH em p6. Coban et al. (2021) adicionaram extrato de berberina em

balas de gelatina e obtiveram amostras com cor vermelha e aumento da intensidade
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em fungéo da concentracdo de antocianinas (a*= 2,82 e b*=-0,01). Em resumo a BBH
tem potencial para ser melhor aceita sensorialmente devido a cor atrativa que remete
a adicao de ACNs como corante natural, uma vez que o parametro de cor € uma das

caracteristicas com maior impacto na decisdo de compra do consumidor.

Tabela 23 - Aspecto visual e parametros de cor das balas de gelatina.

Aspecto visual

Parametros de cor

BC BEXT BBH
L* 51,96+1,422 33,91+1,67° 19,31+0,94°¢
a* 20,100,952 38,35+0,34° 28,66+1,21°
b* 58,021,102 34,4442 14 -7,48+1,39°

Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma linha indicam que n&o houve diferenga
significativa entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. BC: bala controle; BEXT:
bala com adi¢ao de extrato; BBH: bala com adigao de biohibrido.

Fonte: Autora (2022).

6.2.6 Alteragcoes do teor de antocianinas, fendlicos totais e atividade

antioxidante durante a digestao gastrointestinal in vitro das balas de gelatina

A fim de determinar o comportamento de degradagcdo dos compostos
bioativos presentes nas balas durante a digestdo gastrointestinal in vitro, o teor de
ACNs, FT e atividade antioxidante foram determinados. Conforme mostrado
na Tabela 24, apos a digestdo oral simulada as ACNSs livres presentes na BEXT
apresentaram liberagdo de 95%, devido a fusdo da gelatina a 37 °C (CASAS-
FORERO et al., 2021). Além disso a digestao oral € uma etapa rapida e nao ocorre
degradagao de ACNs, mesmo em meio neutro (pH 7). Em contraste a BBH apresentou

liberacdo de apenas 16%, devido a adsorgao das ACNs na Mnt.
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Tabela 24 - Teor de compostos bioativos para as balas de gelatina durante as
etapas de digest&do gastrointestinal in vitro.

ACNs (mg/100 g) Bioacessibilidade (%)
BEXT BBH BEXT BBH
Fase inicial* 16,47+0,062 16,00+0,522 - -
Fase oral 15,71+0,06° 2,57+0,07° 95,39+0,01° 16,040,302

Fase gastrica 15,89+0,19° 2,65+0,05° 96,72+0,802 16,56+0,232
Fase intestinal 7,10+0,08¢ 5,53+0,04° 43,24+0,33 34,56+0,18"

FT (mg EAG/100 g) Bioacessibilidade (%)
Fase inicial* 44,260,212 34,01+0,382 - -
Fase oral 25,38+1,02° 6,78+0,55° 57,34+2,052 19,95+1,392

Fase gastrica 38,91+£1,01°¢ 10,00£1,05°¢ 87,90+1,97° 29,4112 67°
Fase intestinal 21,53+1,03¢ 17,820,944 48,63+2,01¢ 52,41+2,32°
Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma coluna para antocianinas e fendlicos totais

indicam que nao houve diferenga significativa entre as amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de
Tukey. ACNs: antocianinas; FT: fendlicos totais; BEXT: bala com adi¢cao de extrato; BBH: bala com
adicao de biohibrido. * Fase inicial: valor adicionado de composto bioativos nas balas. Fonte: Autora
(2022).

As ACNs da BEXT apresentaram maior concentragdo apds a digestao
gastrica (96,72%), sendo que a condigdo acida do meio mantém as ACNs estaveis.
Victoria-Campos et al. (2022) demonstraram estabilidade de ACNs isoladas de frutas
em meio gastrico > 100% (136, 115% para cianidina-3-O-glicosideo e malvidina-3-O-
glicosideo, respectivamente). Esse comportamento pode ser uma consequéncia da
transformacao de ACNs em cations flavilium mediados pelo baixo pH do meio
gastrico. Nesta condicdo as ACNs absorvem mais luz em 520 nm em relagéo as ACNs
nativas, causando uma superestimacado da sua concentragdo (MCDOUGALL et al.,
2005; VICTORIA-CAMPOS et al., 2022). No presente estudo as ACNs do extrato e
BH, bem como as balas apresentavam pH acido.

Na digestao intestinal, as ACNs liberadas sao instaveis e sdo decompostas
devido ao tempo que permanecem em ambiente neutro. Consequentemente o teor de
ACNs das BEXT diminuiu significativamente para 43,24%. A sensibilidade das ACNs
ao pH neutro ou levemente alcalino ja foi relatada anteriormente. Victoria-Campos et
al. (2022) demonstraram redugéo significativa de ACNs isoladas de frutas em
condi¢des intestinais. Obtendo-se estabilidade de 82,5% para cianidina-3-O-
glicosideo e 63,97% para malvidina-3-O-glicosideo. Marques Peixoto et al. (2016)
obtiveram estabilidade de 45% para ACNs do fruto de jamboldo apds a fase de

digestao intestinal. Em contraste recentemente Sousa et al. (2021) avaliaram a
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bioacessibilidade de alguns compostos bioativos da polpa de jamboldo apods a
digestdo e 93% das ACNs foram degradas na fase intestinal, pois as ACNs do
jambol&o n&o sao aciladas e, portanto, sdo facilmente desestabilizadas em pH neutro
ou alcalino. Na fase coldnica, as ACNs n&do degradadas podem ter sido complexadas
com outros compostos e nao foram identificadas.

Além disso a estabilidade das ACNs na BEXT apés digestéo intestinal (43%)
pode ser atribuida a protegdo da gelatina. O mesmo foi demonstrado por meio da
encapsulagcéo de extratos de farelo de arroz com gelatina. A gelatina protegeu os
compostos bioativos durante a digestdao principalmente os acidos fendlicos,
flavonoides e antocianinas, isso é atribuido a ligagao entre as cargas negativas
(gelatina) e as cargas positivas (compostos) (PEANPARKDEE;
BOROMPICHAICHARTKUL; IWAMOTO, 2021).

Neste contexto a degradacdo das ACNs durante a fase intestinal tem sido
atribuida ao pH neutro da solugéo, onde o anel C e a ligacao glicosidica na estrutura
das ACNs séo clivados e depois degradados em outros fendlicos de baixo peso
molecular (HAO et al., 2021). Outro fator é a ligacdo das ACNs a proteinas e sais
biliares e consequente precipitagdo de complexos indigeriveis. Em relagéo a estrutura
os resultados até o momento mostram que a glicagdo aumenta a estabilidade das
ACNs (VICTORIA-CAMPOS et al., 2022; WOODWARD et al., 2009).

Para a amostra BBH as ACNs apresentaram maior liberagédo na fase intestinal
(34,56%). Esse comportamento foi atribuido as ligagbes das ACNs com a Mnt no
processo de adsorgdao que conferiram protecdo e liberagdo gradual durante a
digestao. Outro fator pode ser a protecao da gelatina conforme foi observado para a
BEXT. Singh e Kitts (2019) avaliaram a digestibilidade de extratos de cereja
adicionados de argila mineral. Os autores observaram interagdo entre as ACNs e a
argila, dificultando a liberacdo na fase gastrica. Na fase intestinal as ACNs foram
degradadas (> 70%), ndo sendo observado efeito de prote¢do com a adigéao da argila.
E importante destacar que o estudo nao realizou a adsor¢do dos compostos na argila,
e nao encontramos estudos que avaliam a digestibilidade de compostos bioativos
adsorvidos em argilas.

Para FT o comportamento de liberacao e estabilidade durante a digestao para
a BEXT e BBH foi semelhante as ACNs. Para BEXT a maior concentragao de FT foi
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na fase gastrica com redugao significativa na fase intestinal. Ja para a BBH a maior
liberacao foi obtida na fase intestinal. Sousa et al. (2021) demonstraram que o0 maior
teor de FT da polpa de jamboldo foi obtida na fase gastrica (58%) com reducéo
significativa na fase intestinal (28%).

E importante observar que o teor de FT na fase intestinal apresentou maior
liberagdo para a BBH e maior estabilidade para a BEXT em relagdo as ACNs. Inada
et al. (2020) demonstram que apos a digestdo intestinal da casca e semente de
jabuticaba (Myrciaria jaboticaba), o teor de ACNs diminui para 25%, enquanto o teor
de acido elagico aumentou para 74%. Em contraste, o teor de FT (principalmente
acidos fendlicos) de frutos de uvaia apds a digestao intestinal sofreu reducéo, que
pode estar associada a sensibilidade desses compostos a valores de pH mais
elevados, uma vez que a hidrolise de tais compostos em moléculas menores durante
o processo digestivo resulta em moléculas menos estaveis em pH alcalino (DE PAULO
FARIAS et al., 2021).

A atividade antioxidante das balas durante a digestdo gastrointestinal foi
avaliada pelo ensaio de DPPH. Os valores de DPPH das amostras BBH e BEXT apos
a fase intestinal foram maiores em comparagdo com a amostra nao digerida (335,8 e
364,47 ymol TE/100 g para BBH e BEXT). Comportamento semelhante foi reportado
para a digestibilidade de extrato de cereja com adicao de argila (SINGH; KITTS, 2019)
e para a polpa de uvaia (DE PAULO FARIAS et al.,, 2021). Arend et al. (2022)
demostraram aumento da atividade antioxidante apds a fase intestinal para extrato
concentrado de folhas de beterraba. Santana Andrade et al. (2022) demonstraram
aumento significativo da atividade antioxidante apds a digestao da casca de jambolao
pelo método FRAP.

O aumento na atividade antioxidante para as amostras apos a digestéao
intestinal esta associado a degradacado ou transformacdao de compostos nativos e
formagcao de novos compostos com atividade antioxidante (HAO et al., 2021;
SANTANA ANDRADE et al., 2022). Sousa et al. (2021) observaram aumento
significativo na atividade antioxidante de frutos de jamboldo da fase oral para a fase
duodenal pelos ensaios de ABTS e FRAP. E relataram que esse comportamento pode
ser devido a liberagao de polifendis (ndo antocianinas) no intestino delgado com fortes
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efeitos antioxidantes, como acido quinico, acido caféico, acido galico, derivados de

miricetina e epigalocatequina.

6.2.7 Estabilidade das balas de gelatina sob luz durante o armazenamento

Avaliar a estabilidade a luz € um fator essencial para determinar a embalagem
utilizada no armazenamento a longo prazo de alimentos e bebidas. O efeito do tempo
de exposicado a luz na estabilidade de cor das balas com ou sem antocianinas foi
investigado. Os parametros de cor das balas de gelatina sem luz e apés 14 dias de
exposicao a luz foram apresentados na Tabela 25. Para a BEXT os valores de L*, b*
e AE* aumentaram, enquanto o valor de a* diminuiu, estes resultados mostram o
desbotamento da cor das balas com extrato, que pode ser observado pelo aspecto
visual das balas com valor de AE* > 3 indicando que a diferenga de cor é perceptivel
(ANDRETTA et al., 2019).

De acordo com os parametros de cor (Tabela 25) observamos que a BBH
apresentou melhor estabilidade comparada com a BEXT, com valor de AE*
significativamente menor (p < 0,05). Além disso, mesmo com valor de AE* > 3, a
diferencga visual de cor nao é perceptivel. Esse resultado confirma que a adsorcao das
ACNs do extrato de jambolao em argila Mnt possibilitou estabilizagdo de cor das balas
adicionadas de BH sob exposicédo a luz. Resultados semelhantes foram reportados
por Lima et al. (2020) que demonstram estabilidade a luz para pigmentos hibridos

obtidos pela adsor¢ao de ACNs em saponita.

Tabela 25 - Parametros de cor e aspecto visual das balas sem e com antocianinas
(ACNs) expostas a luz.

Tempo Parametros de cor
- Amostras
(dias) L* a* b* AE*
BC 55,84+1,28% 26,19+1,28% 62,23+0,95°2 -
0 BEXT 33,91+1,67%  38,35+0,342 34,4442 143P -

BBH 19,31+0,94% 28,66+1,21%  -7,48+1,392 -
BC 55,93+0,40* 24,28+0,40* 60,34+0,76®* 3,35+0,40°2
BEXT 38,36+1,88° 30,96+0,41°> 38,99+0,86° 9,36+0,38

14
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BBH 20,05+0,94®% 27,04+0,51% -6,35%+0,40° 3,42+0,53°

Aspecto visual
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Nota: Resultados com letra minuscula igual na mesma coluna para os parametros de cor entre o
tempo 0 e 14 dias de cada tratamento indicam que ndo houve diferenga significativa entre as
amostras (p > 0,05), de acordo com o teste de Tukey. BC: bala controle; BEXT: bala com adigao de
extrato; BBH: bala com adigao de biohibrido. Fonte: Autora (2022).

6.3 CONCLUSAO

As balas de gelatina com adi¢ao de extrato de jambolao (BEXT) e biohibrido
(BBH) apresentaram aparéncia uniforme e cor atrativa, além de perfil nutricional
melhorado com a adi¢gao de compostos bioativos do mel e do fruto jamboldo. Ambas
as formulagdes apresentaram caracteristicas fisico-quimicas esperadas para balas de
gelatina. A bioacessibilidade das ACNs e FT para a BEXT apés a digestao in vitro
apresentou reducdo significativa. Entretanto para a BBH observou-se maior
concentracado na fase intestinal. Ainda para ambas as balas, fracdes de compostos
permaneceram disponiveis apos digestao e podem exercer sua bioatividade. A BEXT
apresentou degradagao de cor quando exposta a luz, indicando a necessidade de
protecdo para aumentar a sua vida util. Para a BBH a variacdo de cor nao foi

significativa. Por fim este estudo revela que o uso de BH em balas de gelatina é viavel
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e € uma alternativa inovadora e promissora para a industria de alimentos na

substituicdo de corantes sintéticos.

CAPITULO 7 - INDICADORES INTELIGENTES DE AMIDO E BIOHIBRIDO
NATURAL FABRICADOS POR TERMOCOMPRESSAO

Incorporar pigmentos naturais biohibridos (ACNs/argila) em embalagens
inteligentes € uma estratégia para evitar o uso de pigmentos sintéticos, que podem
entrar em contato com os alimentos e ainda promover maior estabilidade de cor com
o tempo. Além disso, é de grande importancia o desenvolvimento de novos materiais
de embalagem que sejam biodegradaveis e ecologicamente corretos (PINTO et al.,
2021).

Portanto estudos sobre a aplicagao de pigmentos biohibridos podem contribuir
para a substituicdo de pigmentos sintéticos no setor de embalagens. Além disso, o
método de termocompressao ainda nao foi explorado. Portanto, este trabalho tem
como objetivo desenvolver e caracterizar indicadores inteligentes a base de amido de
mandioca e antocianinas de frutos de jambolao (Syzygium cumini L.) estabilizados em
montmorilonita por termocompresséo.

Os resultados deste capitulo foram aceitos para publicagdo na revista
International Journal of Biological Macromolecules, com artigo de pesquisa intitulado:
Intelligent labels manufactured by thermo-compression using starch and natural
biohybrid based.

7.1 MATERIAIS E METODOS
7.1.1 Materiais

Frutos de jambolao foram colhidos manualmente em Florianépolis, SC, Brasil,
em fevereiro de 2021, em estagio totalmente maduro. Os frutos foram selecionados e

lavados, e a polpa e a casca foram separadas manualmente e imediatamente

armazenadas a -18 = 2 °C. Montmorilonita crua (CP31 - Bentonisa, Brasil), fécula de
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mandioca (C.S.) (Juréia, Brasil), glicerol P.A. (Neon, Brasil), agua destilada e acido

citrico P.A. (Vetec, Brasil) foram empregados nos experimentos.

7.1.2 Extracao e quantificagao de ACNs de frutos de jambolao

O extrato de jambolao foi obtido de acordo com o método descrito no item
3.1.2. As antocianinas do extrato de jambolao foram quantificadas pelo método de pH
diferencial (GIUSTI; WROLSTAD, 2001), de acordo com o descrito em 3.1.5.3.

7.1.3 Espectros UV-visiveis do extrato de jambolao

O extrato de jamboldo (10 L) foi dissolvido em 5 mL de tampao com um pH
de 1-12. Em seguida, os espectros das solugdes em diferentes faixas de pH foram
escaneados (400-800 nm) usando um espectrofotdmetro (Quimis, Q898U2M5, Brasil)
(CHENG et al., 2022a). As imagens das solugdes foram capturadas por uma camera
digital (Nikon D5500, Nikon Corporation, Japao). Além disso, para visualizar as
mudangas de cor, amostras de cores foram criadas a partir dos valores L*, a* e b* de
cada solucédo usando o software Adobe Photoshop CC (Adobe Systems, Inc., San
Jose, CA, EUA) (ZHAO et al., 2020).

7.1.4 Obtengao do biohibrido

Para obter o biohibrido, primeiramente, o pH do extrato de jambolao foi
ajustado para 1,5, no qual 0,027 g de Mnt/mg de ACNs foram adicionadas ao extrato
e agitado (700 rpm) a 20 °C por 30 min. Apés a adsorgéo, o material decantado foi
separado do sobrenadante e seco (forno a vacuo) a 35 °C por 4 h. O pé de BH foi
condicionado em dessecadores contendo silica gel a 25 °C (= 0% R.H.) por 7 dias no
escuro (CAPELLO et al., 2019; COELHO LEANDRO et al., 2021).

7.1.5 Preparacgao dos indicadores inteligentes
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Os indicadores inteligentes foram preparados de acordo com o método
descrito por Gaviria et al. (2021) com modificagdes. A formulagao do indicador controle
(IC) foi preparada com 3 g de fécula de mandioca, 0,9 g de glicerol (30% com base na
massa de amido) e 1,2 g de agua destilada (40% com base na massa de amido). As
formulacdes de indicadores inteligentes contendo ACNs foram preparadas conforme
mencionado para formulagéo de IC, com a adi¢ado de BH (1%, 3% e 5% com base na
massa de amido, sendo nomeado como indicador contendo 1% (IBH-1), indicador
contendo 3% (IBH-3), e indicador contendo 5% (IBH-5) de BH). Todos os ingredientes
foram misturados manualmente em placa de Petri com bastdo de vidro e entéo
acondicionados em dessecadores, contendo solugdes saturadas de brometo de sodio
(NaBr, umidade relativa (UR) = 58%) a 25 °C por 4 dias. Apés o periodo de
armazenamento, os pds hidratados (2 g) foram colocados entre duas folhas de Mylar
(15 cm x 20 cm). As placas foram inseridas em prensa hidraulica aquecida a 130 °C e
prensadas a 5 toneladas por 2 min. Os indicadores obtidos foram resfriados e
facilmente removidos das folhas. Em seguida, os indicadores foram acondicionados
em dessecadores contendo solu¢des saturadas de NaBr (UR = 58%) a 25 °C, por no
minimo 7 dias, antes da caracterizacdo. Todas as caracterizagdes foram realizadas

em triplicata para cada indicador.

7.1.6 Caracterizagao dos indicadores inteligentes

7.1.6.1 Aspecto visual, espessura e morfologia

Imagens da superficie do indicador inteligente foram capturadas por uma
camera digital (Nikon D5500, Nikon Corporation, Jap&o), e o aspecto visual foi
avaliado. A espessura dos indicadores (e) foi determinada usando um micrémetro
digital (0,001 mm; Mitutoyo). A média de 10 pontos diferentes foi medida em cada
indicador (VALENCIA et al., 2019).

Os indicadores foram acondicionados em dessecador preenchido com silica
gel anidra, imersos em nitrogénio liquido e posteriormente fraturados para avaliagcao

da morfologia. A superficie e a microestrutura interna foram analisadas por
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microscopia eletrénica de varredura (SEM, JSM-6390LV, JEOL, Japao) a uma tensao
de aceleracgao de 5 kV (MERZ et al., 2020).

7.1.6.2 Teor de umidade, solubilidade em agua e &ngulo de contato

As amostras dos indicadores foram secas em estufa a 105 °C por 24 h e
resfriadas em dessecador com silica gel, e imediatamente pesadas (FONSECA et al.,

2020). O teor de umidade foi expresso em porcentagem (Eq. 23):

M—m (23)

UMD (%) = x 100

Onde M é o peso do indicador antes de seco (g), e m é o peso do indicador depois de
seco (g).

A solubilidade em agua (SA) dos indicadores foi determinada pela imerséo de
trés amostras de cada (3 x 2 cm) com peso seco inicial conhecido em 50 mL de agua
destilada sob agitagdo continua (100 rpm) a 20 °C por 24 h. Apds, o indicador foi
retirado da agua destilada e seco em estufa a 105 °C por 24 h. SA (%) foi calculado
pela diferenca entre a massa inicial determinada a partir da amostra UMD (%) e a
massa final apds a secagem (GAVIRIA et al., 2021).

O angulo de contato com a agua dos indicadores foi medido de acordo com o
meétodo padrdo ASTM D7334, usando um tensidmetro optico (Ramé-Hart 250). Os
indicadores foram fixados no suporte do equipamento e uma gota de agua destilada
(4 uL) foi liberada na superficie de cada etiqueta por meio de uma seringa automatica
de precisdo. As medidas de angulo de contato (°) foram obtidas analisando a forma
de cada gota séssil imediatamente apds ser gotejada nas amostras. Foram realizadas
cinco medigdes por indicador em ftriplicata. O angulo formado entre a superficie do
indicador e a tangente a gota foi calculado usando o software DROPimage Advanced.

7.1.6.3 Cristalinidade
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Os difratogramas de raios X (DRX) dos indicadores foram obtidos usando um
difratdmetro de raios X (Rigaku MiniFlex600 DRX, Japao), operando a 40 kV e 15 mA
(CuKa 1 A = 1,54056 A de radiagdo). Os espectros foram registrados a 20 °C, entre
26 =2° e 90°, a 20° min~' (VALENCIA et al., 2016).

7.1.6.4 Estrutura quimica

As caracteristicas estruturais das amostras de indicadores foram investigadas
usando um espectrébmetro infravermelho com transformada de Fourier (FTIR, Cary
600, Agilent, EUA) equipado com Refletancia Total Atenuada Universal (ATR) na
regido do infravermelho entre 650 e 4000 cm~' com uma resolugdo de 4 cm™' e 20
varreduras (CAPELLO et al., 2019).

7.1.6.5 Propriedades térmicas

As transi¢des térmicas dos indicadores foram analisadas por calorimetria de
varredura diferencial (Jade-DSC, Perkin Elmer, EUA). Aproximadamente 5 mg de
cada indicador foram colocados em uma panela de aluminio hermeticamente selada
e depois aquecidos de -30 °C a 200 °C a uma taxa de 10 °C.min"' em uma atmosfera
inerte (45 mL.min"' N2 seco). Uma panela vazia foi usada como referéncia (GAVIRIA
et al., 2021).

7.1.6.6 Cor

As imagens da superficie dos indicadores foram capturadas e analisadas
usando o software Image J (National Institute Health, Bethesda, MD, EUA) equipado
com o plug-in Color Space Converter para converter cores do sistema RBG para a
escala CIELab. As medi¢cdes de cor foram baseadas em coordenadas CIELab,
luminosidade (L*), intensidade de cor verde-vermelha (a*) e intensidade de cor azul-
amarela (b*) (COELHO LEANDRO et al., 2021).

7.1.6.7 Sensibilidade a amébnia
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A cinética de resposta dos indicadores (IBH-3 e IBH-5) aos vapores basicos
foi avaliada pela sua exposi¢cao aos vapores de NH3z por 15 min. O indicador foi
introduzido em um recipiente fechado (placa de Petri com dimensdes de 90 mm de
didmetro x 15 mm de altura), e foi adicionado 1 mL de solugédo aquosa de NH4OH (10
e 25% v/v) (CHENG et al., 2022a). Imagens dos indicadores foram capturadas a cada
2 min por uma camera digital (Nikon D5500, Nikon Corporation, Jap&o), e os valores
L*, a* e b* foram medidos usando o software Image J. A mudancga de cor (AE*) do
indicador controle (sem exposi¢cdo) e indicador exposto a NHsz (amostra) foram

calculadas atraves da Eq. (24).

AE* = \/(AL)? + (Aa*)? + (Ab*)2 (24)

where: AL" = Lcontrol - Lsample1 Aa” = dcontrol _asample ; Ab™ = bcontrol _bsample .

7.1.7 Anadlise estatistica

A analise experimental foi realizada em triplicata e os resultados foram
expressos como média £ desvio padrao. A analise de varidncia (ANOVA) e o teste de
comparagdes multiplas de Tukey foram realizados a um nivel de significancia de 5%
utilizando o software Statistic 6.0 (StatSoft Inc., EUA).

7.2 RESULTADOS E DISCUSSOES
7.2.1 Espectros UV-visiveis do extrato de jambolao

Para avaliar o frescor dos alimentos utilizando embalagens inteligentes por
meio de indicadores naturais, como as antocianinas, uma das propriedades mais
importantes € a mudanga de cor devido a alteracdo do pH dos alimentos. Assim, a
capacidade de mudanca de cor dependente do pH e os espectros UV-vis das ACNs

do extrato de jambolao foram avaliados na faixa de pH de 1-12. As cores do extrato
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na faixa de pH 1-3 variaram de vermelho a rosa, em pH 4-5 incolor, em pH 6-8 de roxo
a azul e em pH 9-12 de verde a amarelo (Figura 30A). A cor e a estrutura quimica das
ACNSs sao influenciadas pelo pH da solugdo, assim pode-se observar mudancas de
cation flavilium em pH 1-3 (rosa/vermelho) para pseudobase carbinol em pH 4-5
(incolor), apds bases quinoidais (roxo/azul) em pH 6-8 e por fim chalcona (amarelo)
em pH 9-12 (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

Ao mesmo tempo, quando o pH da solugcdo tampao foi aumentado de 1 para
12, a banda maxima de absor¢cdo UV-vis foi deslocada (de 520 para 600 nm).
Conforme mostrado na Figura 30B. Com o aumento do pH de 1 a 3, o pico maximo
de absor¢ao (Amax) da solugédo de ACNs a 520 nm foi significativamente diminuido. Em
pH 3, a cor rosa da solucdo desbotou e em pH 4-6 a absorbancia diminuiu
acentuadamente. Além disso, o pico maximo de absor¢édo em 600 nm ¢é atribuido a
estruturas quinoidais azuis em pH 7-8. Resultados semelhantes foram obtidos para
extrato rico em antocianinas do jambolao (SARI et al., 2012).

Através destes resultados concluimos que o extrato de jamboldo possui
propriedades de mudanga de cor responsiva ao pH (pH 1-12), confirmando seu
potencial como pigmento natural para aplicagcdo em indicadores inteligentes. No
entanto, € amplamente conhecido que as ACNs sao instaveis, principalmente na
presenca de luz e calor (LUIZA KOOP et al., 2022). Neste contexto, ACNs do extrato
de jamboldo foram adsorvidas em montmorilonita para melhorar sua estabilidade,
obtendo-se um material BH. O BH apresentou coloragao rosa apds a secagem, tipico
de materiais contendo ACNs. Além disso, o BH manteve a capacidade de mudanca
de cor dependente do pH atribuida as ACNs do extrato de jambolao, como pode ser

visto na Figura 30B.
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Figura 30 - (A) Espectro UV-vis do extrato de jambolao e (B) variagéo de cor do
extrato e biohibrido em diferentes solu¢des tampao (pH 1 a 12).
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Nota: Figura 30B, parte superior variagao de cor do extrato e inferior do biohibrido. Fonte: Autora
(2022).

7.2.2 Aspecto visual, espessura e morfologia dos indicadores

As imagens do indicador controle e dos indicadores inteligentes sdo mostradas
na Figura 31. Ambos os indicadores foram faceis de manusear e facilmente removidos
das folhas de mylar apés a termocompressao. As imagens da superficie dos

indicadores apresentaram auséncia de bolhas ou rachaduras (Figura 31e-h). No
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entanto, os indicadores inteligentes apresentaram pequenos pontos na superficie,
atribuidos as particulas de BH dispersas na matriz (Figura 31c e 31d).

Os valores de espessura dos indicadores apresentaram diferencga significativa
(p < 0,05) com o aumento da concentragao de BH (Tabela 26). A espessura do IC foi
de 0,260 mm, e para os indicadores inteligentes com BH: 0,248 mm (3% de BH) e
0,246 mm (5% de BH). Esse resultado sugere que a presenca de BH reduziu a
interagdo do amido com a agua e, consequentemente, durante o processo de
termocompressdo, a agua evaporou rapidamente, diminuindo a espessura dos
indicadores. Esse comportamento pode ser comprovado devido a redugdo na
intensidade da banda em 3316 cm™' (grupos O-H livres) com a adigdo de BH (ver

Secgao 7.2.4), indicando perda de agua.

Figura 31 - Aspecto visual e micrografias eletrénicas de varredura dos indicadores
inteligentes.

X100 100pm SKV X100 100pm 5KV X100 100pm

5kV X100  100pm 5| X100  100pm v X100  100pm

Nota: a-d: aspecto visual dos indicadores; e-h: microestrutura da superficie; i-l: microestrutura da
fratura (a, e, i — indicador controle; b, f, j — indicador com 1% de biohibrido; ¢, g, k — indicador com 3%
de biohibrido; d, h, | - indicador com 5% de biohibrido). Fonte: Autora (2022).

As micrografias MEV obtidas das superficies e se¢des transversais do IC e dos
indicadores contendo BH s&o mostradas na Figura 31. Pode-se observar que a segao

transversal e a superficie (Figura 31 e-l) de todos os indicadores eram homogéneas
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sem separacgao de fases, demonstrando que o BH, amido de mandioca e o glicerol
tiveram excelente compatibilidade e foram bem dispersos nos indicadores. A boa
compatibilidade entre o amido e o BH pode ser atribuida as ligagbes de hidrogénio
entre os grupos hidroxila (OH) das ACNs e do amido.

Resultados semelhantes foram apresentados por Cheng et al. (2022b), os
grupos OH do extrato de antocianinas de repolho roxo e fosfato de amido acetilado
formaram ligagcbes de hidrogénio intermoleculares, resultando em indicadores
altamente densos e coesos. Gaviria et al. (2021) produziram filmes de amido com
adicdo de po de laponita e jambolao e apresentam boa dispersdo da nanoargila, e

compatibilidade entre os componentes.

. Espessura . Solubilidade Angulo de

Indicadores (mm) Umidade (%) em agua (%) contato ()
IC 0,260 £ 0,011® 16,99 +0,33% 26,40+ 0,44 87,72+4,67°
IBH-1 0,257 +0,011® 17,370,472 27,75+0,73%° 80,82 +7,76"
IBH-3 0,248 +0,006> 17,43+0,572 29,67 +0,17° 80,35+ 4,53
IBH-5 0,246 +£0,008° 16,98+0,22%8 32,69+0,98° 73,17 £ 5,90°

Tabela 26 - Espessura, teor de umidade, solubilidade em agua e angulo de contato

dos indicadores.

Nota: As médias na mesma coluna seguidas da mesma letra minuscula ndo sao significativamente
diferentes (p > 0,05). IC: indicador controle; IBH-1: indicador com adi¢ao de 1% de biohibrido; IBH-3:
indicador com adicdo de 3% de biohibrido e IBH-5: indicador com adi¢do de 5% de biohibrido.
Fonte: Autora (2022).

7.2.3 Teor de umidade, solubilidade em agua e angulo de contato

O teor de umidade dos indicadores n&o apresentou diferenga significativa com
a adicao de BH (p > 0,05). Assim, ACNs e Mnt nao alteraram significativamente a
higroscopicidade dos indicadores. Em acordancia Capello et al. (2021b) produziram
filmes de quitosana contendo biohibrido e mostraram que o teor médio de umidade
dos filmes ndo se alterou significativamente com o aumento da concentragdo de
biohibrido. Outros estudos também ndo mostraram alteragdes nos valores de umidade
quando nanoargilas e extratos de antocianinas foram adicionados a indicadores
baseados em biopolimeros (GAVIRIA et al., 2021; VALENCIA et al., 2019).

No entanto, os valores de solubilidade em agua aumentaram nos indicadores

contendo BH (Tabela 26); isso pode ser devido a interagcdo do amido com a Mnt,
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melhorando assim a solubilidade em agua dos indicadores, o que é confirmado pela
diminui¢cdo do angulo de contato com a agua.

O angulo de contato com a agua foi usado como indicador do grau de
hidrofilicidade da superficie do rétulo indicador. Angulos de contato maiores significam
superficies mais hidrofébicas (> 90°C) (LLANOS et al., 2021). Para a IC, o angulo de
contato foi de 87,72°, que caracteriza uma superficie hidrofilica (< 90°). Para o IBH-5
0 angulo de contato com a agua diminuiu para 73,17°. Logo, o angulo de contato
diminui com o aumento da concentragcao de Mnt; esse comportamento pode ser devido
a dispersao eficiente dos grupos silicatos hidroxilados (Si-OH), responsaveis pela
natureza hidrofilica da Mnt (CYRAS et al., 2008; LLANOS et al., 2021).

Resultados semelhantes foram relatados para indicadores com adicdo de
extratos de antocianinas que tendem a reduzir os valores de angulo de contanto com
a agua (GAVIRIA et al., 2021; GUTIERREZ; ALVAREZ, 2018). Além disso, Romero-
Bastida et al. (2016) demonstraram que ao misturar amido e argila adicionados de
glicerol, o amido interage com a Mnt, e o glicerol fica livre para interagir com a agua,

levando a um comportamento mais hidrofilico.

7.2.4 Espectros FTIR dos indicadores

Os espectros FTIR dos indicadores evidenciam varias bandas tipicas da
estrutura do amido (Figura 32). Os espectros de todos os indicadores mostraram uma
ampla banda de absorgéo entre 3000-3700 cm™" devido a vibragdo de estiramento de
-OH. A banda 3316 cm™ corresponde ao estiramento -OH do amido, glicerol e agua
do indicador controle, e os picos em 2925 e 2880 cm~' foram relacionados as
vibracdes de flexdo C—H. Além disso, quando o BH foi adicionado, a intensidade dos
picos em 2925 cm™' e 2880 cm™' enfraqueceu. Isso pode ser devido a formagéo de
ligagdes de hidrogénio entre amido, glicerol e BH (CHENG et al., 2022b; QIN et al.,
2019).

Além disso, a banda 3316 cm™! diminui com o0 aumento da concentragéo de BH,
sugerindo uma diminuigdo nos grupos O-H. A absorbancia em 1420 e 1320 cm~" para
todos os indicadores foi associada as vibragbes —OH e —CH nos anéis de amido,

respectivamente. O pequeno pico em torno de 1640 cm~' pode ser devido a curvatura



147

O-H, e as bandas de 994 a 1150 cm~' corresponderam ao anel de piranose
caracteristico do residuo de glicose do amido (GAVIRIA et al., 2021; QIN et al., 2019).
Notavelmente, a incorporagdo do BH néo alterou significativamente as posi¢coes das
bandas do indicador de amido (GAVIRIA et al., 2021). No entanto, uma banda distinta
em 1730 cm™" foi observada nos indicadores contendo BH, atribuida aos grupos C=C
e C=0 para anéis aromaticos das antocianinas (PEREIRA JR.; DE ARRUDA;
STEFANI, 2015; SAFITRI et al., 2021). Assim, os resultados comprovam que o BH foi

misturado com sucesso no indicador de amido.

Figura 32 - Espectro infravermelho com transformada de Fourier dos indicadores.
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Nota: IC: indicador controle; IBH-1: indicador com adigdo de 1% de biohibrido (BH); IBH-3: indicador
com adigao de 3% de biohibrido; IBH-5: indicador com adi¢cao de 5% de biohibrido.
Fonte: Autora (2022).

7.2.5 Analise de difragao por raio-X dos indicadores

Todos os indicadores exibiram um difratograma de DRX tipico de materiais
semicristalinos (Figura 33), que foi alterado pela presenga do BH. O IC exibiu um
difratograma de DRX tipico de materiais de amido de tubérculo com um padrao de
difragéo tipo A, com picos principais em aproximadamente 26 = 15° (5.9 A), 17.8° (4.98
A), 19.6° (4.52 A) e 22.7° (3.91 A) (CAICEDO CHACON et al., 2019; DOS SANTOS
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LIMA et al., 2021). O pico de difracdo observado a 22,7° também foi associado as

interacdes da ligagao de hidrogénio entre amilose-glicerol (GAVIRIA et al., 2021).

Figura 33 - Difratogramas de raios X dos indicadores.

17.8

Intensidade (a.u.)

96 57
Vo,

0 10

20 30

40 50 60 70 80 90
20 (°)

Nota: IC: indicador controle; IBH-1: indicador com adigéo de 1% de biohibrido (BH); IBH-3: indicador

com adigao de 3% de biohibrido; IBH-5: indicador com adi¢cao de 5% de biohibrido.

Fonte: Autora (2022).

A presenga de BH modificou a estrutura dos indicadores. O pico a 15,3° (5,79

A) foi deslocado para o IBH-1 e diminuido para o IBH-3 e IBH-5. Além disso, nos

indicadores com a adi¢éo de BH, um pico em 26,6° (3,35 A) foi observado com um

aumento de intensidade para as concentragdes mais altas de Mnt. Nao foram

observados picos de reflexdo em 20 < 10°, indicando que as placas de montmorilonita

estavam distantes, de modo que a estrutura dos indicadores pode ser considerada

esfoliada (AOUADA; MATTOSO; LONGO, 2011; GUTIERREZ; ALVAREZ, 2018).

7.2.6 Propriedades térmicas dos indicadores

Todos os indicadores exibiram termogramas DSC com picos endotérmicos

durante a primeira varredura (Figura 34a), tipicos de um sistema polimérico

semicristalino, associado a fusdo dos cristalitos de amido oriundos da amilopectina e
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amilose cocristalizadas durante o processo de formacédo do filme. Além disso, o
indicador controle apresentou temperatura de fusao e entalpia de fusao de 87,5 °C
(Tm) e 152,1 J g7' (AH), respectivamente. Esses parametros térmicos sdo tipicos de
filmes a base de amido (GAVIRIA et al., 2021; VALENCIA et al., 2019).

Pode-se observar que a Tm dos indicadores aumentou de 87,5 °C para 105,9
°C quando o teor de BH aumentou de 0 a 5%. A mudanga na posi¢cao desse pico
indica que os teores de Mnt favorecem a formagéo de dominios cristalinos maiores e
diminuem a mobilidade das cadeias poliméricas (AOUADA; MATTOSO; LONGO,
2011). Além disso, o AH diminuiu de 152,1 J g~ (IC) para 95,8 J g~ (IBH-5) quando
a quantidade de Mnt presente nos marcadores aumentou, mostrando que a formagao
de uma fase amorfa foi favorecida.

Resultados semelhantes foram relatados, em que a mistura de amido e Mnt
aumenta a temperatura de decomposig¢ao dos filmes, indicando uma melhora em sua
estabilidade atribuida as intensas interacbes entre o amido e a Mnt (AOUADA;
MATTOSO; LONGO, 2011; ROMERO-BASTIDA et al., 2016). Por outro lado,
Gutiérrez & Alvarez (2018) mostraram que a adigao de biohibrido dentro da matriz de
amido termoplastico (TPS) resultou em uma menor resisténcia térmica em
comparagao com o filme de TPS puro. Este tipo de comportamento tem sido
geralmente associado ao efeito plastificante dos extratos polifendlicos.

Na segunda varredura, todos os indicadores exibiram curvas DSC tipicas para
materiais amorfos (VALENCIA et al., 2019). Os termogramas de aquecimento
mostram uma transigao vitrea (Tg) para o indicador controle a 90 °C que diminuiu para
~86 (IBH-1), 82 (IBH-3) e 77 °C (IBH-5) com a adi¢ao de BH (Figura 34b). Da mesma
forma, Gaviria et al. (2021) demonstraram uma diminuicdo da Tg com a adi¢cédo de

laponita em filme de amido.
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Figura 34 - Termogramas de calorimetria diferencial de varredura referentes ao
primeiro (a) e segundo (b) ciclo de aquecimento dos indicadores inteligentes.
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Nota: IC: indicador controle; IBH-1: indicador com adigdo de 1% de biohibrido (BH); IBH-3: indicador
com adigdo de 3% de biohibrido; IBH-5: indicador com adi¢do de 5% de biohibrido.
Fonte: Autora (2022).
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7.2.7 Cor dos indicadores

Os parametros de cor luminosidade (L*), vermelhidao/verde (a*), amarelo/azul
(b*) e mudancga de cor (AE*) para os indicadores inteligentes sdo mostrados na Tabela
27. Alincorporagao de BH na matriz de amido influenciou significativamente os valores
de L*, a*, b* e AE* quando comparados ao IC (p < 0,05) (Tabela 27). Valores positivos
de a* indicam que a cor dos indicadores tende ao vermelho, enquanto o parametro b*
de todos os indicadores apresentou valor negativo, o que indica tendéncia a cor azul.
O aumento nos valores de a* dos indicadores com a adi¢gao de BH era esperado,
devido a presenca de ACNs. Em contraste, os valores de b* diminuiram, indicando
que os indicadores apresentaram uma tendéncia a coloragao roxa.

A luminosidade (L*) dos indicadores diminuiu com uma maior concentracéo
de BH devido a cor se tornar mais intensa. Esses resultados também foram
observados por Merz et al. (2020) e Gaviria et al. (2021) para filmes indicadores com
ACNSs dos frutos de jambol&o. Além disso, pode-se observar pelo aspecto visual dos
indicadores inteligentes coloracdo semelhante para os IC e IBH-1 e maior
luminosidade (Figura 31 a,b). Portanto, para avaliar a aplicagao dos indicadores como

sensor de amoénia, foram utilizados apenas o IBH-3 e o IBH-5.

Tabela 27 - Parametros de cor (L*, a*, b* e AE*) dos indicadores.

Indicadores Parametros
L* a* b* AE*
IC 90,23 + 0,322 1,56 £ 0,122 -7,16 £ 0,132 0
IBH-1 89,08 + 2,74° 3,92 +0,61° -8,73 +0,32° 2,522
IBH-3 75,92 + 1,56° 22,89 +2 14c -22,48 + 2,36° 29,88b
IBH-5 71,35 +1,62¢ 34,16 + 2,549 -27,21 + 1,844 42.71¢

Nota: As médias na mesma coluna seguidas da mesma letra minuscula ndo sao significativamente
diferentes (p > 0,05). IC: indicador controle; IBH-1: indicador com adi¢do de 1% de biohibrido; IBH-3:
indicador com adicédo de 3% de biohibrido e IBH-5: indicador com adi¢do de 5% de biohibrido.
Fonte: Autora (2022).

7.2.8 Sensibilidade a amonia

Para verificar a aplicagao pratica dos indicadores como dispositivo sensor, 0s
indicadores inteligentes foram colocados em uma placa de Petri contendo NH4OH (10
e 25% v/v). A amdnia é usada para simular a deterioracao de proteinas de alimentos
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de origem animal, liberando gas nitrogénio e, portanto, pode ser usada como um
indicador para determinar a deterioracdo de alimentos. Estudos anteriores
examinaram a eficacia do gas de amoénia em reagir com ACNs em filmes inteligentes
e mudar de cor para determinar o frescor da carne (CHENG et al., 2022b, 20223;
GAVIRIA et al., 2021; HASHIM et al., 2022; MERZ et al., 2020).

De acordo com a Figura 35, os indicadores (IBH-3 e IBH-5) apresentaram
mudancas de cor perceptiveis de roxo para azul. A mudanga de cor dos indicadores
inteligentes é atribuida @ amoénia volatil combinada com as moléculas de agua para
gerar ions amoénio (NH4*) e ions hidroxido (OH-) criando um ambiente alcalino na
superficie do indicador que causa alteragdes na estrutura e cor das ACNs (CHENG et
al., 2022a; HASHIM et al., 2022).

Figura 35 - Mudanca de cor dos indicadores inteligentes apés exposi¢ao a NH4OH.
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Nota: IBH-3: indicador com adi¢cdo de 3% de biohibrido; IBH-5: indicador com adigdo de 5% de
biohibrido. Fonte: Autora (2022).

O IBH-3 e o IBH-5 apresentaram mudanga gradual de roxo para azul aos 15
min (pH basico) para ambas as concentragdes de aménia. No entanto, ao comparar
as concentragdes de aménia, a concentracao de 25% apresentou maior capacidade
de mudancga de cor (Tabela 28), embora a mudanga de cor na concentragéo de 10%
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tenha sido comprovada. Além disso, foi possivel verificar que a amostra IBH-5
apresentou coloragéo mais intensa e maior mudancga de cor global em relagéo ao IBH-
3. Assim, a mudanca de cor do IBH-5 apds exposi¢cao a amdnia pode ser percebida
mais facilmente quando comparada ao IBH-3.

A mudanga de cor global para ambos os indicadores apds exposigao a
solugdo de aménia em 2 min foi > 3, e de acordo com Andretta et al. (2019) essa
mudanca pode ser percebida pelo olho humano. Além disso, a cor das ACNs em
solugdes de pH (1-12) (Figura 30B) esta correlacionada com a mudanga de cor dos
indicadores. Portanto, os indicadores desenvolvidos apresentaram sensibilidade a

amonia e podem ser aplicados em embalagens inteligentes.
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Tabela 28 - Mudanca visual de cor dos indicadores inteligentes apés exposi¢cdao a NH4OH.

NH4OH% Tempo (min)

(viv) 0 2 4 6 8 10 12 14 15
°Q
I
@
'
I
m
25

Nota: IBH-3: indicador com adi¢éo de 3% de biohibrido; IBH-5: indicador com adig&o de 5% de biohibrido. Fonte: Autora (2022).
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7.3 CONCLUSAO

Na pesquisa atual, foram desenvolvidos indicadores inteligentes por
termocompressao utilizando fécula de mandioca, glicerol e pigmento biohibrido
(Mnt/ACNSs). O biohibrido foi obtido pela adsor¢do das ACNs dos frutos de jambolao
em Mnt. ACNs do extrato de jamboldo mostraram uma capacidade de mudanca de
cor dependente do pH visivel em pH 1-12, e o BH manteve a caracteristica de cor. Os
indicadores produzidos a partir de biohibrido e amido apresentaram superficie
homogénea e cor purpura preservada apds a termocompressao, devido a presenca
de BH que melhorou a estabilidade térmica dos indicadores. Por fim, os indicadores
contendo BH (3 e 5%) demonstraram seu potencial como indicador de cor, uma vez
que a cor nesses materiais mudou de roxo para azul quando exposta a solucéo de
amonia, que simula a deterioracdo dos produtos carneos. Assim, os indicadores

inteligentes desenvolvidos podem monitorar o frescor dos produtos carneos.

8 CONCLUSOES FINAS E TRABALHOS FUTUROS

8.1 CONCLUSOES FINAIS

A extragdao solido-liquido da polpa e casca usando agua acidificada foi
eficiente na recuperagédo de compostos bioativos dos frutos de jamboldo. O extrato
apresentou atividade antioxidante por DPPH e ABTS e os compostos bioativos como
acido galico, catequina e antocianinas (petunidina, malvidina e delfinidina - 3,5-
diglicosideo) foram identificados no extrato.

A montmorilonita foi eficiente na adsor¢cao das antocianinas, onde 93% das
ACNSs do extrato de jambolao foram recuperadas pela adigdo de Mnta 20 °C e pH 1,5.
O material BH obtido apresentou coloracdo rosa estavel por 60 dias de
armazenamento a 5 e 25 °C.

O extrato de jambolao e o biohibrido apresentaram atividade anti-inflamatoria

sob macrofagos RAW 264.7 estimulados por LPS com reducgao significativa para NOx
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e citocinas pro-inflamatérias IL-6, TNF-a e IL-1B. Os efeitos anti-inflamatorios
observados foram associados a composicao fendlica do extrato de jambolao.

Balas de gelatina com adigdo de extrato de jambolao e biohibrido foram
desenvolvidas e apresentaram aparéncia uniforme e cor atrativa, além de perfil
nutricional melhorado com a adicdo de compostos bioativos do mel e do fruto
jambolao. A bioacessibilidade das ACNs e FT para a BEXT apds a digestao in vitro
apresentou reducéo significativa. Entretanto para a BBH observou-se preservagéao dos
compostos e liberagao controlada. Para ambas formulagdes, fragdes de compostos
permaneceram disponiveis apds digestao e podem exercer sua bioatividade.

Os indicadores inteligentes apresentaram superficie homogénea e cor roxa
preservada apos a termocompressao, devido a presenga de BH que melhorou a
estabilidade térmica dos indicadores. Por fim, os indicadores contendo BH (3 e 5%)
demonstraram seu potencial como indicador de cor, uma vez que a cor nesses
materiais mudou de roxo para azul quando exposta a solugao de amoénia semelhante
ao extrato de jambolao.

Por fim o material biohibrido desenvolvido na presente tese pode ser aplicado

como corante de alimentos e como indicador inteligente.

8.2 TRABALHOS FUTUROS

¢ |dentificar e quantificar os compostos bioativos adsorvidos em montmorilonita
e os compostos liberados apds dessorcéo,

e Avaliar as propriedades anti-inflamatérias do extrato e biohibrido in vivo,

e Avaliar o armazenamento das balas de gelatina e a degradagcédo dos compostos
bioativos,

e Avaliar a aceitagao e intengddo de compra das balas de gelatina por analise
sensorial,

¢ |dentificar e quantificar os compostos bioativos apds a digestéo in vitro,

e Aplicar os indicadores inteligentes no monitoramento da qualidade de produtos

carneos,
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e Estudar a mudanca de cor dos indicadores correlacionando com o crescimento

microbiano e bases nitrogenadas volateis.
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