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RESUMO

SANTOS, Felipe Nardo dos. Extracdo de compostos antocianicos de frutos de
jamboldo (Syzygium cumini L.) e sua incorporacdo em fibras ultrafinas de
zeina. Orientador: Elessandra da Rosa Zavareze. 2021. 76 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Programa de Pds-Graduacao em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2021.

O jamboldo é um fruto rico em compostos bioativos, especialmente antocianinas. As
antocianinas sao pigmentos nhaturais atoxicos pertencentes ao grupo dos
flavonoides, que apresentam diversas propriedades bioldgicas, como atividade
antioxidante e antimicrobiana. As antocianinas presentes em frutos de jamboldo séo
compostos promissores para a substituicdo de corantes sintéticos para a elaboracao
de embalagens ativas e inteligentes para alimentos. O objetivo deste estudo foi
otimizar a extracdo de antocianinas de jamboldo, utilizando um planejamento
multivariado 23, com pontos centrais e axiais, tendo como variaveis, temperatura,
tempo e concentracdo de etanol/agua. O extrato de jambolao obtido no ponto 6timo
de extracdo foi caracterizado e adicionado a solucdo polimérica de zeina nas
concentracdes de 0, 20, 30 e 40% (p/p) para a producao de fibras pela técnica de
electrospinning. As condicdes de extracao (temperatura de 30 a 95 °C, tempo de 5 a
120 minutos e proporcéao de etanol/agua de 0 a 100%) permitiram a identificacdo das
seguintes antocianinas: delfinidina 3,5-diglicosideo (Del3,5D(1) e Del3,5D(2)),
petunidina 3,5-diglicosideo (Pet3,5D(1) e Pet3,5D(2)), malvinidina 3,5-diglicosideo
(Mal3,5D) e petunidina 3-glicosideo (Pet3G). A condicdo 6tima para a extracdo de
antocianinas foi de 30 °C por 5 minutos de extracdo, utilizando apenas agua
acidificada (0% de etanol). O conteudo total de antocianinas presentes no extrato foi
de 142,88 mg/100g apresentando como composto majoritario a delfinidina 3,5-
diglicosideo, representando 39,05% das antocianinas identificadas. As fibras obtidas
apresentaram-se ultrafinas, uniformes e continuas com diametro variando de 472 a
622 nm, eficiéncia de encapsulamento de até 66,8%, angulo de contato variando de
94,4° a 64,4° e elevada atividade antioxidante (58,8% de inibicdo pelo método
ABTS™). O perfil colorimétrico do extrato de antocianinas de jamboldo em diferentes
pH mostrou ser uma opc¢ao viavel para aplicacdo como indicador de mudanca de pH
em embalagens inteligentes. Sendo assim, as fibras ultrafinas produzidas neste
estudo apresentam caracteristicas promissoras para a elaboracdo de embalagens
ativas/inteligentes para alimentos.

Palavras-chave: Antocianinas; Compostos bioativos; Método multivariado; Fibras
ultrafinas; Electrospinning.



ABSTRACT

SANTOS, Felipe Nardo dos. Extraction of anthocyanic compounds from
jambolan fruits (Syzygium cumini L.) and their incorporation into zein ultrafine
fibers. Advisor: Elessandra da Rosa Zavareze. 2021. 76 f. Dissertation (Masters in
Food Science and Technology) - Postgraduate Program in Food Science and
Technology, University Federal of Pelotas, Pelotas, 2021.

Jambolan is a fruit rich in bioactive compounds, especially anthocyanins.
Anthocyanins are non-toxic natural pigments belonging to the group of flavonoids,
which have several biological properties, such as antioxidant and antimicrobial
activity. The anthocyanins present in jambolan fruits are promising compounds for
replacing synthetic dyes for the elaboration of active and intelligent packaging for
food. The aim of this study was to optimize the extraction of anthocyanins from
jambolan, using a 23 multivariate design, with central and axial points, having as
variables temperature, time and concentration of ethanol/water. The jambolan extract
obtained at the optimal point of extraction was characterized and added to the
polymeric solution of zein at concentrations of 0, 20, 30 and 40% (w/w) for the
production of fibers by the electrospinning technique. The extraction conditions
(temperature from 30 to 95 °C, time from 5 to 120 minutes and ethanol/water ratio
from 0 to 100%) allowed the identification of the following anthocyanins: delphinidin
3,5-diglycoside (Del3,5D(1) and Del3,5D(2)), petunidin 3,5-diglycoside (Pet3,5D(1)
and Pet3,5D(2)), malvidin 3,5-diglycoside (Mal3,5D) and petunidin 3-glycoside
(Pet3G) . The optimal condition for the extraction of anthocyanins was 30 °C for 5
minutes of extraction, using only acidified water (0% ethanol). The total content of
anthocyanins present in the extract was 142.88 mg/100g, with delphinidin 3,5-
diglycoside as the major compound, representing 39.05% of the anthocyanins
identified. The fibers obtained were ultra-fine, uniform and continuous with a diameter
ranging from 472 to 622 nm, encapsulation efficiency of up to 66.8%, contact angle
ranging from 94.4° to 64.4° and high antioxidant activity (58.8% inhibition by the
ABTS™ method). The colorimetric profile of jambolan anthocyanins extract at different
pH proved to be a viable option for application as an indicator of pH change in smart
packaging. Therefore, the ultra-fine fibers produced in this study have promising
characteristics for the development of active/intelligent food packaging.

Keywords: Anthocyanins; Bioactive compounds; Multivariate method; Ultrafine
fibers; Electrospinning.
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1. INTRODUCAO

A procura por embalagens que apresentem roétulos de facil entendimento e
com reducdo de materiais sintéticos vem despertando o interesse da indlstria de
alimentos, a fim de desenvolver materiais ativos e inteligentes capazes de interagir
com o alimento, evitando a deterioragdo ou entdo, indicando o frescor em que o
produto se encontra (DOMINGUEZ et al.,, 2018; FILIPINI et al., 2020). As
embalagens inteligentes sdo usadas para informar o consumidor da qualidade do
alimento durante seu armazenamento. As embalagens inteligentes tém sido
comumente usadas como indicadores colorimétricos sensiveis a variacfes de pH,
com o intuito monitorar o frescor em produtos carneos, peixes e frutos do mar
(GHAANI et al., 2016; ZHANG et al., 2020; MERZ et al., 2020; FILIPINI et al., 2020).

As embalagens que apresentam sensores de variacdo de pH geralmente sédo
produzidas com o0 uso de corantes sintéticos tais como azul de bromofenol e
vermelho de clorofenol. Contudo, esses corantes sao compostos quimicos que
podem apresentar efeitos nocivos ao ser humano (ZHANG et al., 2014). Nesse
sentido, as antocianinas surgem como alternativas de substituicdo aos corantes
sintéticos, uma vez que sao pigmentos naturalmente encontrados nos alimentos,
nao toxicos e mudam de cor frente a alteracbes de pH, o que possibilita seu uso
como indicadores colorimétricos para o desenvolvimento de embalagens
inteligentes. Além disso, as antocianinas sao conhecidas pelas suas propriedades
bioldgicas, como elevada atividade antioxidante e antimicrobiana (FIDAN-YARDIMCI
et al., 2019; POURJAVAHER et al., 2017; PRIETTO et al., 2018; FILIPINI et al.,
2020).

Os frutos de jambolédo (Syzygium cumini L.), popularmente conhecidos como
ameixa preta, ameixa de java ou jamun, sao pertencentes a familia Myrtaceae, uma
planta originaria da Asia tropical, mais especificamente da india. As antocianinas
presentes no jambolao sdo responsaveis pela intensa cor roxa do fruto (BRITO et
al., 2007).

Na literatura vém sendo estudados diferentes parametros, a fim de garantir
uma melhor eficiéncia de extracdo de antocianinas em frutos, tais como: o uso de
diversos solventes, tecnologias de extracdo, temperaturas e tempos de extracao e
nos ultimos anos, principalmente, as pesquisas tém focado cada vez mais no uso de

tecnologias mais limpas e solventes menos poluentes (AQIL et al., 2012). A extragao

15



de compostos de interesse utilizando solventes verdes, por exemplo, é algo que
depende ndo apenas do método utilizado, mas também do binémio
tempo/temperatura. Dessa forma, a otimizacdo da extracdo de compostos por meio
de estratégias multivariadas representa uma ferramenta Ut e de extrema
importancia (ALBUQUERQUE et al., 2019; SABINO et al., 2021), pois possibilita a
avaliacdo dos efeitos de forma individual, bem como os efeitos de interagéo entre as
variaveis estudadas. Além disso, é possivel adequar modelos matematicos que
descrevam o comportamento das variaveis, 0s quais sdo muito Uteis para prever as
condi¢cdes dtimas de extragdo dos compostos (ANGEL et al., 2020; KU & MUN,
2008). Porém, até o presente momento, poucos estudos empregaram métodos
multivariados para extracdo de compostos bioativos em frutos de jamboléo
(ALBUQUERQUE et al., 2019; SABINO et al., 2021).

Apesar de amplamente conhecidos, os compostos bioativos de frutos, como
do jamboldo, apresentam consideravel instabilidade frente a condicbes de luz,
oxigénio e temperatura necessitando assim técnicas que garantam a protecao de
sua estrutura e a consequente manutencdo de suas propriedades, como a
encapsulacédo por electrospinning, por exemplo.

Para o desenvolvimento de fibras através da técnica de electrospinning,
varios polimeros podem ser usados, como por exemplo, a zeina, uma proteina
anfifilica extraida do milho, conhecida por sua alta resisténcia térmica, grande
barreira ao oxigénio, baixo custo e atéxica (ANTUNES et al., 2017; EVANGELHO et
al., 2019; RADUNZ et al.,, 2020). As antocianinas extraidas de jamboldo e
encapsuladas em fibras de zeina podem ser promissoras como indicadores de cor
no desenvolvimento de embalagens inteligentes Até onde sabemos, ndo existem
relatos de estudos voltados a encapsulacdo de antocianinas de jamboldo através da
técnica de electrospinning, tampouco de sua aplicacdo em alimentos como indicador
de pH em embalagens inteligentes.

Neste sentido, o objetivo deste estudo foi a extracdo de um extrato fenolico
rico em antocianinas de jamboldo a partir de um método multivariado e sua

incorporacao em fibras de zeina utilizando a técnica de electrospinning.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi a extracdo de um extrato fendlico rico em
antocianinas do jamboldo através de um método multivariado e sua incorporacdo em

fibras de zeina pela técnica de electrospinning.

2.2 Objetivos Especificos

e Extrair compostos fendlicos e antocianinas de frutos de jamboldo a partir de um
método multivariado;

e Caracterizar o extrato obtido de frutos de jambolao;

e Avaliar o perfil colorimétrico do extrato obtido no ponto 6timo de extracéo;

e Produzir fibras pela técnica de electrospinning utilizando zeina, incorporada de
extrato fendlico rico em antocianinas extraidas de frutos de jambolao;

e Caracterizar as fibras produzidas pela técnica de electrospinning.

3. HIPOTESES

e A utilizacdo de um método multivariado é capaz de otimizar a extracdo dos
compostos provenientes de frutos de jamboldo visando a maxima extracao de
um extrato fendlico rico em antocianinas;

e E possivel encapsular extrato fenélico rico em antocianinas extraido de jamboldo
pela técnica de electrospinning, utilizando zeina como material encapsulante;

e O extrato fendlico rico em antocianinas de jamboldo possui potencial para

aplicacdo como indicador de mudanca de pH.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 Jambol&o

O jamboldo (Syzygium cumini L.) popularmente conhecido como jamun,
jambolana, ameixa preta, jameldo, azeitona roxa entre outros € uma planta
pertencente a familia Myrtaceae, originaria da India, e aos poucos foi sendo
introduzida para outros paises do continente africano e da América Latina com facil
adaptacao de solo e clima (GROVER; VATS; RATHI, 2000).

A arvore de Syzygium cumini L. (Figura 1a) é uma planta densamente foliada
podendo atingir até 15 metros de altura e 4 metros de didmetro. Suas flores (Figura
1b) séo pequenas (7-12 mm), numerosas, de cor branca e perfumadas. Os frutos
guando pequenos apresentam cor verde e com o decorrer do processo de
desenvolvimento e maturag¢do, vao adquirindo tamanho e coloracdo variando do
verde suave ao roxo intenso, quando totalmente maduros (Figura 1b); o que ocorre
em torno de 2 meses (BALIGA et al., 2011). Os frutos de jamboldo (Figura 1c) séo
encontrados em cachos, que apresentam de 4 a 20 frutos, podendo ser encontrados
em diferentes partes da copa das arvores.

Quando maduros, os frutos apresentam cor roxa intensa, polpa carnosa e em
seu interior uma Unica semente (Figura 1d), apO6s o completo processo de
maturacdo, apresentam uma combinacdo de sabor doce, levemente azedo e
adstringente, podendo desta forma, serem utilizados para o preparo de geleias,
sucos ou entdo no preparo de vinho (VEIGAS et al., 2007). A adstringéncia dos
frutos € decorrente dos processos quimicos de maturacdo, proveniente dos taninos

e compostos fendlicos presentes (BRITO et al., 2017).
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(d)

Flor Frutos

Figura 1: Representacgdo ilustrativa da arvore de jamboldo (a), flores e frutos (b), cacho de frutos (c),
fruto maduro (exterior e interior) (d).
Fonte: O autor.

Os frutos de jamboldo apresentam uma composicdo fendlica bastante
complexa, formada por acidos fendlicos, flavonas e flavonoides, como acido galico,
miricetina e antocianinas, respectivamente; e as combinacdes desses compostos
resultam na coloracdo e sabor caracteristicos da fruta (FARIA et al., 2011). Dentre
0os compostos fendlicos presentes no jamboldo, destacam-se as antocianinas,
compostos pertencentes ao grupo dos flavonoides, que apresentam como
caracteristica marcante sua ampla gama de atividades biolégicas, como efeito
antioxidante, anti-inflamatorio, reducdo do risco de diabetes e inibicdo do
crescimento de células tumorais, especialmente as do coélon (FIDAN-YARDIMCI et
al., 2019, FLORES et al., 2015).

4.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sao substancias fitoquimicas oriundas do
metabolismo secundario de vegetais e sdo responsaveis por garantir o crescimento,
reproducdo e defesa da planta. Essas substancias sao derivadas da fenilalanina e
podem ser encontradas conjugadas a um ou mais residuos de acucares, que por

sua vez sao ligados a grupos hidroxila (VEITCH; GRAYER, 2011; DAI, MUMPER,
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2010). Na natureza, podem ser encontrados em diversos produtos naturais
conferindo caracteristicas sensoriais Unicas a frutas, folhas, tubérculos, sementes e
raizes (PANDEY; RIZVI, 2009). As principais classes fendlicas incluem os acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos e ligninas (SHAHIDI; AMBIGAIPALAN, 2015).

Na dieta humana, os fendlicos sdo absorvidos através da ingestdo de
vegetais e produtos oriundos de seu processamento, tais como os chocolates, chas,
sucos, vinhos, entre outros. Os compostos fenolicos sao responsaveis por diversas
reacoes e auxiliam no combate e prevencao de doencas (DAL MAGRO et al., 2016).
Uma maior atencdo deve-se dar ao fato de que os fendlicos apresentam alto poder
antioxidante, podendo ser capazes de combater células cancerigenas. A acéo
antioxidante € modulada pela presenca de ligagdes conjugadas dos anéis benzenos,
caracteristicos da estrutura fendlica, agindo como estabilizantes de radicais livres e
processos oxidativos (VEITCH; GRAYER, 2011).

4.3 Antocianinas

O termo antocianina tem origem grega, onde “antho” significa flor e “kiano”,
azul, termo que foi primeiramente utilizado por Marquat em 1835 para designar os
pigmentos azuis de flores. As antocianinas sdo compostos pertencentes a subclasse
dos flavonoides e juntamente com as clorofilas, carotenoides e as betalainas,
formam o principal grupo de pigmentos encontrados em vegetais. As antocianinas
sdo responsaveis também pelas coloracdes violeta, vermelha e purpura de uma
grande variedade de espécies do reino vegetal (DAL MAGRO et al., 2016).

As antocianinas sao formadas a partir do metabolismo secundério de plantas
e Sao responsaveis por garantir cor, protecdo e reproducdo das espécies. A
estrutura basica das antocianinas € o céation 2-fenilbenzopirilio (Figura 2a), também
denominado de cation flavilico, variando em diferentes substituicbes de hidroxila ou
metoxila. As antocianinas sao glicosideos e acilglicosideos de antocianidinas, na
forma glicosilada sdo mais sollveis em agua, enguanto que na forma acilada, a
solubilidade diminui. Nos alimentos podem ser encontradas em diferentes formas
(Figura 2a), sendo que em frutos de jambol&o as principais formas encontradas sao
diferentes agliconas ligadas a um 3,5-diglicosideo. Cinco das seis agliconas
comumente encontradas em alimentos podem facilmente ser encontradas na

composicdo de frutos de jambolao (Figura 2b), tais como: cianidina, delfinidina,
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malvinidina, peonidina e petunidina. Diferengas nos teores de cada antocianina
podem ser encontradas devido ao tipo de método de extracao utilizado bem como as
caracteristicas geograficas e tipo de cultivar (CHAUDHARY & MUKHOPADHYAY,
2013; SARI et al., 2012; LI et al., 2009; BRITO et al., 2007; WU & PRIOR, 2005). A
presenca de compostos bioativos tais como as antocianinas sao de grande interesse
para pesquisadores, pois estdo relacionados a reducdo de doencas
cardiovasculares e de alguns tipos de canceres (ANANGA et al., 2013). Além disso,
as antocianinas podem ser utilizadas como corantes naturais em alimentos e

bebidas; porém, sua utilizacdo é restrita, devido a baixa estabilidade em meios
aguosos e pH superior a 2 (ANANGA et al., 2013).

(a) (b)

Jambolao (Syzyginum cuminilL.)

HO_~ O AN,

‘ OH = Yo
] ~"om
OH
Antocianidina Grupo Ry Grupo R,
Cianidina OH H Cianidina Delfinidina Malvinidina
Delffinidina OH OH i o
Malvinidina OCH; OCH, . /} aa e o aa
HO. O/
Peonidina OCH; H CrX
" NoH
Petunidina OCH, OH HO
Friargonding H H Peonidina Petunidina

Figura 2: (a) Estrutura basica das antocianinas e diferentes formas encontradas em vegetais. (b)
principais antocianinas encontradas em frutos de jambolao.
Fonte: Adaptado de Sari et al., 2009.

As variacdes de coloracdo das solugcées de antocianinas e antocianidinas
estdo diretamente ligadas a mudancas estruturais nas moléculas. As solucdes
quando submetidas a alteracbes de pH sobrem transformacfes estruturais e com
isso a coloracdo das solucbes altera, conforme apresentado na Figura 3. Essa
variacdo colorimétrica atribuida as antocianinas em diferentes pH, € de grande
interesse para a elaboragcdo de embalagens inteligentes (GHAANI et al., 2016;
ANANGA et al., 2013).
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As antocianinas quando em solu¢des aquosas, podem ser encontradas na
forma de cétion flavilio, base quinoidal, carbinol pseudobase e a chalcona (Figura 3)
(ANANGA et al., 2013). Em solugcbes com pH inferior a 3, as antocianinas
apresentam-se na forma de cation flavilio e de cor vermelha. Em pH 4 e 5 ocorre a
formacao de carbinol pseudobase de coloracédo incolor e conforme o pH da solugéo
€ aumentado, ocorre a formacdo da base quinoidal de coloracéo violeta (pH 6-7),
com posterior formacdo da base quinoidal aniénica de coloracéo azul (pH 7-8) e por
fim, a formacdo de chalcona de coloracdo amarelo indicando a degradacdo da
molécula (ANANGA et al., 2013).

pH=1-3 pH=4-5 pH=6-7
-H' /+H,0 | ’ -H,0
— \ o :ﬁ ~
Ere—— 4
0 |
+H' /-H,0 H’O
Carbinol Pseudobase Base Quinoidal

Cation Flavilio

pH=8-9 pH=7-8 +"' \ R

/
v.;l P > -H,0
£ :" (9 L .
Qko €% gt oo A —

‘i./‘?‘ & . +H,0

X e «
g{,s,,-
Chalcona Base Quinoidal Anionica

Figura 3: Transformacéao estrutural das moléculas de antocianinas em extratos aquosos bem como a
cor predominante em cada solucéo.
Fonte: Adaptado de Ananga et al., 2013.

Os principais fatores que influenciam a estabilidade das antocianinas, sao o
pH, temperatura, luz e a presenca de oxigénio; quando expostas a essas condi¢des,
as antocianinas podem sofrer degradacdo. O pH tem influéncia direta na
estabilidade e coloracdo das antocianinas, as quais apresentam maior estabilidade
em solucbes mais acidas do que alcalinas (FRANCIS, 1989). Ja em temperaturas
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elevadas, ocorre a formacdo de compostos complexos de coloragdo castanho-
marrom, cuja sintese é atenuada com a presenca de oxigénio (CASTANEDA-
OVANDO et al.,, 2009). Na presenca de luz, as antocianinas sofrem reacdes
fitoquimicas e, quando expostas a oxigénio, sdo degradadas por meio de oxidacéo
direta ou indireta (LOPES et al., 2007). Segundo Pratas et al. (2010), o oxigénio
apresenta efeito ativador nas reagfes oxidativas, as quais sao catalisadas por
diferentes enzimas como as polifenoloxidases e peroxidases. As polifenoloxidases,
na presenca de oxigénio, catalisam reacdes que convertem o acido clorogénico em
seu correspondente o-quinona, este intermediario, se condensa com as antocianinas

presentes no meio, formando entao substancias complexas e de coloragdo marrom.

4.4 Electrospinning
O Electrospinning ou eletrofiacio € uma técnica considerada simples e
versatil, onde s@o produzidas fibras com didmetros na ordem de nanémetros ou
micrébmetros (ZHANG et al., 2016; GONEN et al., 2016).
O funcionamento de uma estagéo de electrospinning é baseado na formacgéo
de um campo eletromagnético no qual sdo formadas as nanofibras (SALLES, 2013).
O modelo de uma estacdo de electrospinning € ilustrado na Figura 4 e consiste
basicamente em uma fonte de alta tensdo, uma bomba infusora com uma seringa

(capilar) e um coletor.

Solucao polimérica Coltor
\ P \l
«)
!
v L
Fonte de Alta Tensdo

Figura 4: Representacdo esquematica do processo de electrospinning.
Fonte: Adapatado de Bhushani e Anandharamakrishnan (2014).

O processo de eletrofiagdo ocorre quando uma solugéo polimérica, contida

na seringa, é eletricamente carregada por alta voltagem, formando um jato que sai
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da agulha da seringa em dire¢do ao coletor. Um eletrodo positivo é conectado a um
tubo capilar e o outro negativo a um coletor, formando desta forma uma diferenca de
potencial elétrico, entre a ponta do capilar e o coletor. Com o aumento da tensao
elétrica aplicada, o campo eletromagnético se intensifica fazendo com que ocorra o
alongamento da gota de um fluido criado na ponta do capilar, formando uma fibra
sélida no coletor. Durante o processo de alongamento ocorre a evaporagdo do
solvente utilizado na solubilizacdo da solugcéo polimérica (KIM, et al., 2015; FUH et
al., 2016).

A producdo de nanofibras pela técnica de electrospinning € comumente
utilizada com o uso de diferentes polimeros (sintéticos e/ou naturais) e solventes.
Diversos polimeros naturais mostraram ser eficientes na producdo de nanofibras,
como quitosana, zeina, gelatina, celulose, colageno, entre outros, sendo escolhidos
de acordo com a aplicacdo a que se deseja destinar (BHARDWAJ, KUNDU, 2010).

A zeina é uma proteina de origem vegetal, extraida do milho e que
apresenta grande potencial como material polimérico para a producdao de materiais a
partir da técnica de electrospinning. A zeina € insollivel em agua, acetona e élcoois
anidros, porém soltvel em alcoois (60, 70 e 80%), éter etilico, solugéo alcalina (pH
11 ou superior) e glicois (PRASANNA, 2001). Pesquisas sobre encapsulacdo de
compostos bioativos utilizando nanofibras de zeinas, produzidas pela técnica de
electrospinning, reportaram o aumento da estabilidade e da biodisponibilidade dos
compostos encapsulados, tais como acido galico (NEO et al., 2013), acido ferdlico
(YANG et al.,, 2013), tanino (MORI et al., 2014), 6leo essencial de eucalipto
(ANTUNES et al., 2017), &cido félico (EVANGELHO et al., 2019), antocianinas de
repolho roxo e tegumentos de feijao preto (PRIETTO et al., 2018), 6leo essencial de
laranja (KRINGEL et al, 2020) e extrato de jabuticaba (AVILA et al., 2020).

4.5 Embalagens ativas e inteligentes

As embalagens de alimentos tém como funcéo prolongar a vida util, evitando
perdas na producgédo, transporte, comercializagdo e consumo. As embalagens séo
responsaveis por garantir protecdo, conservacdo e apresentam a funcdo de
identificar, atrair e instruir o consumidor sobre o tipo de produto embalado
(EVANGELHISTA, 2008). Dentre os tipos de embalagens para alimentos, destacam-

se as embalagens ativas e inteligentes, produzidas a partir de diferentes técnicas e
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polimeros que podem ser oriundos de fontes biodegradaveis como o amido (MARIS
et al., 2017), derivados de celulose (DICASTILLO et al., 2016), proteinas
(BERISTAIN-BAUZA et al., 2017) entre outros.

As embalagens ativas sao aquelas incorporadas de algum tipo de composto
bioativo com finalidade de melhorar as caracteristicas de um determinado alimento
acondicionado. Essas embalagens atuam diretamente com o alimento, absorvendo
ou liberando determinada substancia e garantindo protecdo contra elementos
externos, podendo ser utilizados diferentes compostos com acao antimicrobiana ou
antioxidante, absorvedores de oxigénio, de etileno, de umidade, de odores ou
sabores, entre outras funcionalidades (BHUSHANI, ANANDHARAMAKRISHNAN,
2014; SCHAEFER, CHEUNG, 2018).

Por sua vez, as embalagens inteligentes sdo aquelas que monitoram o
alimento e séo responsaveis por fornecer informacdes sobre a qualidade do produto
embalado durante o transporte e o armazenamento. As principais fungbes de uma
embalagem inteligente s&o: perceber, detectar e rastrear, registrar e comunicar
certos tipos de informacdes atuando como indicadores de temperaturas, detectores
de gas, monitoramento de frescor através de alteracbes de pH, ou entdo como
indicadores de amadurecimento (PRASADI et al., 2014; REALINI et al., 2014;
SCHAEFER, CHEUNG, 2018). O uso de embalagens inteligentes incorporadas de
antocianinas obtidas a partir de fontes naturais ja é relatado na literatura (CHEN et
al., 2020; ZHANG et al., 2020; MERZ et al., 2020), a principal finalidade desta
embalagem é indicar o frescor em que o alimento se encontra através da alteracédo
de pH.

5. MATERIAL E METODOS
5.1 Material

O experimento foi conduzido no Laboratério de Frutas e Hortalicas do
Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da Faculdade de Agronomia
“Eliseu Maciel”, da Universidade Federal de Pelotas, situado no Campus Capéao do
Ledo/RS. Os frutos de jambolao foram colhidos na cidade de Capé&o do Leé&o, Rio
Grande do Sul, Brasil (31°80°15”S e 52°41°’57”W). Etanol P.A. foi adquirido da Synth,
acido férmico adquirido da Sigma-Aldrich (grau HPLC, CAS: 64-18-6) e acetonitrila
da J. T. Baker (grau HPLC, CAS: 75-05-8). A zeina foi obtida da Sigma-Aldrich,
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Brasil (97% pureza, CAS: 9010-66-6). A &gua ultrapura foi obtida pelo sistema
MegaPurity® da MecLab (Jacarei, Brasil).

5.2 Métodos
5.2.1 Preparo da matéria-prima

Para a obteng&o do jamboléo liofilizado, os frutos de jambolao foram colhidos e
imediatamente lavados e higienizados em solucao de hipoclorito de sodio a 150 ppm
por 10 min. As sementes foram removidas, e a casca e a polpa foram congeladas
em ultra-freezer por 24 h, em seguida foram secas em liofilizador (Liotop K 108) e
moidas em moinho (modelo Hamilton Beach) para a obtencdo de um p6. O pé de
jambolao liofilizado foi armazenado em ultra-freezer (-70 °C) em frascos protegidos

da luz e umidade até a realizacao das analises.

5.2.2 Otimizag&o multivariada da extragdo

Para o processo de otimizacdo da extracdo, foi realizado um planejamento
multivariado 2° completo, com pontos centrais e axiais, composto por 15 tratamentos
mais duas repeticbes do ponto central totalizando 17 experimentos. As variaveis
investigadas bem como os niveis codificados e decodificados estdo apresentadas na
Tabela 1. As variaveis dependentes foram: identificacdo e quantificacdo das
antocianinas presentes no extrato por HPLC, atividade antioxidante, compostos

fendlicos totais, e perfil de cor em diferentes pH.

Tabela 1: Variaveis e niveis estudadas no planejamento multivariado.

Variveis (unidades) Niveis codificados e decodificados

-1,68 -1 0 1 1,68

X1 - Temperatura (°C) 30 43,16 62,50 81,85 95,00
X2 - Tempo (min) 5 28,30 62,50 96,70 120,00
X3 - % etanol/agua (v/v) 0 20,20 50,00 79,80 100,00

O processo de extracdo foi baseado na metodologia proposta por Zhang et al.
(2020), com algumas modificagdes. Resumidamente, 0,1 g de jambolé&o liofilizado foi
adicionado de 15 mL de solucao extratora (etanol/agua, em concentragdes conforme
a matriz experimental do planejamento). Todas as solucdes extratoras foram
acidificadas com &acido formico até pH 2,5. Em seguida, os tubos foram levados a

banho termostatico (Velp Scientifica, Enzymatic Digester-GDE, Italia) com agitacéo
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em 300 rpm, com temperatura e tempo de acordo com a matriz experimental. Apos,
as solucgdes foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuga 5430 R, Alemanha) a 3226 x
g por 10 min em temperatura de 4 °C. Os extratos liquidos foram filtrados em filtro de
nylon hidrofilico com membranas de 0,22 pum de porosidade e mantidos sob
congelamento & -70 °C em ultrafreezer até o momento das analises por HLPC-ESI-
QTOF-MSMS. Os experimentos foram realizados de forma aleatoéria.

As respostas investigadas foram as areas dos picos cromatograficos das
antocianinas identificadas nos extratos: delfinidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (1)
(Del3,5D(1)), petunidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (1) (Pet3,5D(1)), delfinidina
3,5-diglicosideo/digalactosideo (2) (Del3,5D (2)), petunidina 3,5-
diglicosideo/digalactosideo (2) (Pet3,5D(2)), malvinidina 3,5-diglicosideo (Mal3,5D) e
petunidina 3-glicosideo (Pet3G).

Os resultados foram analisados quanto a possibilidade de ajuste de modelos
matematicos, através da analise de variancia, para realizar a predicado das condicdes
otimas de extracdo. A condicdo 6tima predita foi executada experimentalmente, em
triplicata, e os resultados foram comparados por teste t, com 95% de confianca.
Empregando a condigdo 6tima de extracdo, as antocianinas extraidas de jambolédo
foram quantificadas.

5.2.3ldentificacdo e quantificacdo dos compostos por HPLC-MS

Os extratos de antocianinas obtidos no planejamento de otimizacdo foram
identificados e quantificados utilizando um sistema HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japéo)
equipado com uma coluna Cogent Bidentate C;5 (100 mm x 2,1 mm x 2,2 um ID,
MicroSolv Technology Corporation, Greater Wilmington NC, EUA) e acoplado a um
detector de espectrometria de massa de tempo de voo quadrupolo (Modelo Q-TOF-
MSD, Impact HD, Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) com uma fonte de ionizacéo
por eletropulverizacdo (ESI). As condi¢cdes cromatograficas e ESI-Q-TOF-MS/MS
foram realizadas de acordo com Siebeneichler et al. (2020). Resumidamente, foram
utilizados os seguintes parametros: temperatura da coluna, 40 °C; volume de
injecdo, 10 pL; taxa de fluxo, 0,2 mL.min*; fase mével, 4gua acidificada com &cido
formico 0,5% (fase A) e acetonitrila acidificada com acido formico 0,5% (fase B), com
0 seguinte gradiente de programacéao de elui¢cdo: 0,00-2,00 min, 10% B; 2,01-10,00
min, 75% B; 10,01-15,00 min, 75% B; 15,01-18,00 min, 90% B; 18,01-21,00 min,
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90% B; 21,01-23,00 min, 10% B; 23,01-30,00 min 10% B. O espectrometro de
massa foi operado no modo de ionizagdo positiva. Os espectros foram adquiridos
em uma faixa de m/z 50-1200. As condi¢cGes de operacao foram: tenséo capilar, 4,5
kV; fluxo de N, do gas de secagem de 9,0 L min™; temperatura do vaporizador 200
°C; pressao do gas de nebulizacdo, 2,0 Bar; RF de colisdo, 500 Vpp; tempo de
transferéncia, 60 pus; armazenamento pré-pulso 5,0 pys. O equipamento foi calibrado

em formato de sédio (10 mmol L™Y).

5.2.4Validacdo do método de anélise por HLPC-ESI-QTOF-MSMS

A quantificagdo dos compostos foi realizada por curva analitica externa,
empregando o padrao analitico de delfinidina (pureza > 97%, marca Extrasynthese,
Genay, Franca). A linearidade foi avaliada com padrdo na faixa de limite de
quantificacdo (1,25 ng ml* até 1000 ng ml?), com 6 pontos equidistantes, em
triplicatas aleatdrias. A qualidade da curva analitica foi confirmada através da
avaliacdo do ajuste do modelo (valores de F menores que o F critico), da disperséo
aleatéria dos residuos e da significancia da regresséo (95% de confianca), o modelo
apresentou R? = 0,995. O limite de deteccéo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) foi
determinado como 3 e 6 vezes a resposta do sinal ruido, respectivamente, com
coeficiente de variacdo de precisdo abaixo de 15% (obtendo-se 0,6 ng ml™* para o
LOD e 1,25 ng ml* para o LOQ). A precisdo no dia e entre dias da analise foi
realizada através da avaliacdo do padrdo analitico de delfinidina e de trés
antocianinas naturalmente presentes em diferentes concentragcdes do extrato de
jambolao (petunidina 3-glicosideo, malvinidina 3,5-diglicosideo e delfinidina 3,5-
diglicosideo), em trés niveis (LOQ, ponto intermediario e ponto maximo da curva). A
precisdo no dia da analise foi realizada com 9 repeticbes e apresentou desvio
padrao relativo menor que 12,6% para o nivel de limite de quantificacdo e menor que
6,8% para os demais niveis. A precisao entre os dias da analise foi realizada em trés
dias, com seis repeticdes em cada dia, o desvio padrdo relativo para o limite de
quantificacdo foi menor que 16% e para os demais niveis foi de no méximo 6%,

confirmando que o método é adequado para a quantificacéo.
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5.2.5 Caracteriza¢cdes do extrato obtido no ponto 6timo de extracéo
5.2.5.1 Potencial redutor total e atividade antioxidante

O potencial redutor total foi determinado usando o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON & ROSSI, 1965), para isto, foram usadas solucfes de
acido galico nas concentracdes de 0 a 200 pg/mL para a constru¢do da curva de
calibracdo (R? = 0,998) e os resultados foram expressos em mg equivalentes de
acido galico (mgGAE/100g) em jambolao.

A atividade antioxidante do extrato de jamboldo no ponto 6timo de extracao,
foi avaliada pelo método de inibicdo do radical DPPH (BRAND-WILLIAMS et al.,
1995) e do radical ABTS™ (RE, 1999). Para o método do DPPH, primeiramente, a
solucéo estoque foi preparada usando 12 mg de DPPH em 50 mL de metanol. Em
seguida, retirou-se uma aliquota dessa solucdo (10 mL) e diluiu-se em 45 mL de
metanol, sendo a absorbancia ajustada para 1,10 £ 0,02 a 515 nm. Apdés, aliquotas
de 100 pL do extrato foram adicionados de 3,9 mL de solucdo de DPPH e agitados
em um vortex por 30 segundos e, em seguida, mantido no escuro em temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) por 2 horas e meia. A absorbancia das amostras foi medida em
515 nm em espectrofotbmetro (Jenway Model 6705 Scanning UV/Visible
Spectrophotometers), utilizando cubeta de quartzo e o resultado foi expresso em
porcentagem de inibicdo, de acordo com a Equacéo 1.

A Abs branco — Abs amostra
Inibicdo (%) = Ahs branco * 100

(Eq.1)

Para o radical ABTS™, a solucdo estoque de ABTS™ 7,4 mM foi preparada
utilizando 96 mg de ABTS™ em 25 mL de agua destilada. A solugdo de persulfato de
potassio 140 mM foi preparada utilizando 378.4 mg de persulfato de potassio
dissolvido em agua destilada, até volume final de 10 mL. Apds, realizou-se o preparo
da solugcdo do radical ABTS™ onde, 5 mL de solugdo estoque de ABTS™ foi
misturada com 88 L de persulfato de potassio 140 mM e mantida no escuro por 16
horas em temperatura ambiente (25 = 2 °C), em seguida, 1 mL da solucdo de
ABTS™ foi diluida em 90 mL de etanol e a absorbancia foi ajustada para 0,70 + 0,05

nm a 734 nm. Para a reacéo, aliquotas de 30 pL do extrato foram colocados em
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tubos separados e, em seguida, foram adicionados 3 mL da solugdo ABTS™,
agitados em vortex por 30 segundos e deixados no escuro por 30 minutos em
temperatura ambiente (25 = 2 °C). A absorbéncia foi medida a 734 nm em
espectrofotometro (Jenway Model 6705 Scanning UV/Visible Spectrophotometers)
utilizando cubeta de quartzo e o resultado expresso em percentagem de inibicao
conforme a Equagéo 1.

5.2.5.2 Perfil de cor em diferentes valores de pH

O perfil de cor do extrato obtido no ponto étimo em diferentes valores de pH
foi avaliado por espectrometria na regido do visivel, conforme metodologia descrita
por Chen et al. (2020), com algumas modificacdes. Para a analise dos espectros,
foram preparadas diferentes solu¢bes com o pH variando de 1 a 14. Para as
solucées de pH 1 e 2 utilizou-se uma solucéo de HCL 1 mol L™ e para as solucdes
de pH variando de 3 a 14 utilizou-se solucdes de NaOH de 1 mol L™ e 0,2 mol L™, As
solucbes foram avaliadas por espectrofotdmetro (Jenway Model 6705 Scanning
UV/Visible, Spectrophotometers) em uma faixa de comprimento de onda de 400-800
nm. Os dados obtidos foram tratados utilizando o programa SigmaPlot® versdo 12.0
(Fystat software, San Jose, CA, EUA).

As solucdes de extrato de jamboldo obtidas no ponto 6timo de extracéo,
utilizadas para as analises dos espectros em diferentes valores de pH (1 a 14)
também foram avaliadas pelos parametros de cor L (luminosidade), croma a (verde
(-) ao vermelho (+)) e croma b (azul (-) ao amarelo (+)), utilizando um colorimetro
(MINOLTA, CR 400, Japéo), com 6 medicOes para cada solucdo de extrato. A
diferenca total de cor (AE) foi calculada em relagédo a solucdo obtida no ponto 6timo

de extracao (pH do extrato obtido foi de 2,5) usando a seguinte Equacéo 2.

AE = J(L—Ly)2 + (a—ay)? + (b—b,)?
(Eq. 2)
Onde L, a e b sdo os parametros de cores das solu¢gbes de antocianinas em
diferentes solugcbes de pH (1-14); Lo, ap € bo sdo parametros de cor do controle a
partir do extrato obtido no ponto 6timo de extracdo (L,= 32,05; a,= 6,65; b,= 0,09).
As fotografias das solugbes do ponto 6timo, em diferentes valores de pH (1-14),
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foram tiradas sob mesma condicdo de iluminacdo e usadas para montar seu perfil

colorimétrico.

5.2.6 Producdao das fibras pela técnica de electrospinning
5.2.6.1 Preparo do extrato para eletrofiacéo

O extrato de jambol&o liofilizado foi obtido através do desenho experimental
descrito anteriormente (secdo 5.2.2) e segundo metodologia proposta por Zhang et
al. (2020), com modificacbes. Resumidamente, 3,6 gramas de jambolao liofilizado foi
misturado em 540 mL de &gua ultra pura acidificada com acido férmico (pH 2,5). As
solu¢bes foram levadas a um banho termostatico (Velp Scientifica, Enzymatic
Digester-GDE, Italia) com agitacdo em 300 rpm a 30 °C durante 5 minutos; em
seguida, as solucdes foram centrifugadas (Eppendorf Centrifuga 5430 R, Alemanha)
a 3226 x g por 10 min, a 4 °C. Os extratos liquidos foram filtrados em algodéo,
congelados em ultrafreezer a -70 °C por 24 h e entao liofilizados. Apoés a liofilizacao,
0 extrato resultante foi pesado para fins de célculo de rendimento e entdo
armazenado até o momento das analises. O rendimento do extrato de jambol&o
liofilizado foi de 76%.

5.2.6.2 Preparo das solugdes poliméricas para electrospinning

A patrtir dos resultados obtidos no ponto étimo de extracdo, do delineamento
experimental obtido na sec¢éo 5.2.2, foram produzidas as fibras de zeina contendo o
extrato de jamboldo, conforme a Tabela 2. O experimento consta de 4 tratamentos,
composta por diferentes concentracdes de extrato de jamboldao incorporados as
solucdo polimérica de zeina para producdo das fibras pela técnica de

electrospinning.
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Tabela 2: Delineamento experimental para a producédo de fibras de zeina incorporadas de extrato de
jambolao.

Variaveis independentes Variaveis dependentes
Tratamento
Extrato de jambol&o (%;p/p)* Avaliagdo da solugao polimérica

1 0 Condutividade da solucéo

2 20 Viscosidade da solucao

3 30 Avaliacdo das fibras**

4 40 MEV e distribuicdo de tamanho
FTIR
TGA
DSC

Eficiéncia de encapsulagéo
Angulo de contato
Atividade antioxidante
*Peso de extrato de jambolao liofilizado em relacdo ao peso de zeina; **MEV: Microscopia eletrbnica
de varredura; FTIR: Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier; TGA: Analise
termogravimétrica; DSC: Propriedades térmicas através da analise de varredura por diferencial de
calorimetria.

A solucdo de zeina, na concentracdo de 30% (p/v), foi preparada, pela
dissolucéo do polimero em etanol 83% (v/v), sob agitacdo magnética durante 2 h.
Posteriormente, o extrato de jamboldo nas concentracfes de 20, 30 e 40% (p/p) foi
homogeneizado em etanol 83% (v/v) durante 30 min e misturados a solugcédo de

zeina, descrita anteriormente.

5.2.6.3 Caracterizacdo das solucdes poliméricas

As solugbes poliméricas foram caracterizadas quanto a viscosidade aparente
e condutividade elétrica. A viscosidade aparente foi determinada em um
viscosimetro digital Brookfield com spindle n°18 (Model DV-Il, EUA). A
condutividade elétrica foi avaliada através de um condutivimetro (Medidor EC150 de
condutividade em pS/cm & mS/cm). Aproximadamente 10 mL de amostra foram
necessarias para cada analise, sendo todas estas analises realizadas em triplicata e

em temperatura ambiente (£23 °C).

5.2.6.4 Producdo das fibras pela técnica de electrospinning
As solugdes poliméricas foram preparadas conforme descrito na sesséo
5.2.6.2. As solugbes foram depositadas em uma seringa de plastico de 3 mL,
conectada a uma agulha de aco inoxidavel de 0,8 mm de didmetro, a uma distancia
de 16 cm entre a agulha e coletor. A solucdo foi bombeada em uma taxa de fluxo de
0,6 mL.h" em uma bomba de infusdo (KD Scientific, Modelo 100, Holliston,
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Inglaterra), sob uma tensdo de 23 kV no sistema (Instor, INSES-HV30, Brasil). O
coletor foi revestido com papel aluminio para facilitar a retirada das fibras apos o
término do processo de eletrofiacdo (EVANGELHO et al., 2019). O processo de
eletrofiacdo foi conduzido sob temperatura controlada (20 + 2 °C) e umidade relativa
fixada em 45 £ 2%, com o auxilio de um equipamento de ar condicionado e um

desumidificador.

5.2.7 Caracterizacao das fibras produzidas pela técnica de electrospinning
5.2.7.1 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras

A morfologia das fibras obtidas foi avaliada por meio de microscépio
eletrénico de varredura (MEV) (Jeol, JSM - 6610LV, EUA). Uma pequena parte do
material foi fixada em stub, por meio de fita dupla-face e, recoberta com ouro por
meio de um metalizador (Sputtering, Denton Vacuum Desk V, EUA), a analise foi
realizada com uma aceleracdo de tensdo de 10 kV. O diametro médio e a
distribuicdo do tamanho das fibras foram analisadas a partir da medicdo aleat6ria de
50 fibras por meio do software ImageJ (versdo 2015, EUA), através das imagens
obtidas do MEV.

5.2.7.2 Eficiéncia de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo (EE) do extrato de jambol&do incorporado em
fibras de zeina em diferentes concentragdes foi avaliada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC). As fibras devidamente incorporadas com extrato (10 mg),
foram colocadas em tubos eppendorf (2 mL), misturadas com 1,5 mL de etanol 83%
(v/v), juntamente com 10 pL de acido tricloroacético (TCA) para favorecer a
precipitacdo das proteinas, em seguida, as solucdes foram agitadas em vortex por 1
minuto, para completa dissolugcdo das fibras. As amostras foram centrifugadas a
6000 rpm por 10 minutos a 4 °C (Centrifuga 5430 R, Eppendorf AG, Alemanha). Os
sobrenadantes foram filtrados em filtro de nylon hidrofilico com membranas de 0,22
um de porosidade e imediatamente analisados por HPLC-ESI-QTOF-MSMS. O
processo de identificacdo e quantificagcédo foi realizado conforme descrito na sessao
5.2.3. A identificacdo dos compostos antocianicos presentes nas fibras de zeina foi

confirmada pela comparacdo dos espectros de massas com o padrdo analitico, e
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através de uma curva analitica de calibracdo. A EE (%) foi calculada conforme a
Equacéo 3.

Quantidade de composto na fibra
EE = ( , ) £ 100
Quantidade real de composto

(Eq. 3)

5.2.7.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A zeina pura, o extrato de jamboldo e as fibras contendo as diferentes
concentracbes de extrato foram avaliadas em um espectrbmetro na regido do
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) (Shimadzu, IRAffinity, Japao),
com pastilha de KBr. Foram realizadas varreduras na faixa espectral de 400 a 4000

cm™ e recolhidas 100 leituras a uma resolucdo de 2 cm™.

5.2.7.4 Analise termogravimétrica (TGA)

As andlises termogravimétricas das fibras e compostos puros (zeina e
extrato de jamboldo liofilizado) foram realizadas em analisador termogravimeétrico
(SDT Q600, marca TA Instruments, modelo TA60, EUA). As amostras (cerca de 5
mg) foram aquecidas em céapsulas de platina entre 30 e 600 °C, sob fluxo de
nitrogénio de 50 mL.min, a uma taxa de aquecimento de 50 °C.min™. Uma cépsula

de platina vazia foi usada como referéncia.

5.2.7.5 Propriedades térmicas (DSC)

As propriedades térmicas de jambol&o liofilizado e fibras com diferentes
proporcdes de extrato de jambolao/zeina foram avaliadas usando um calorimetro de
varredura diferencial (DSC 2010, TA Instruments, New Castle, EUA). Uma amostra
de 3 mg foi colocada em cadinhos de aluminio fechados herméticamente. As
amostras foram aquecidas a uma taxa de aquecimento de 0,5 °C min™, na faixa de
30 °C a 250 °C sob fluxo de nitrogénio (50 mL.min™).

5.2.7.6 Angulo de contato das fibras
A hidrofilicidade das membranas de zeina obtidas pela técnica de
electrospinning foram avaliadas através da medi¢cdo do angulo de contato, utilizando

goniébmetro (Labometric, LB-DX) em temperatura ambiente (20 °C). As membranas
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foram depositas sobre laminas de vidro para posterior analise. Uma gota de agua
destilada de 7 pL foi colocada sobre a amostra. O tempo para absor¢cdo da agua foi
registrado em camera digital. Duas fotos foram registradas, a primeira ho momento
exato em que a gota caiu e a segunda apdés os 3 segundos em que a gota

permaneceu em contato com a membrana.

5.2.7.7 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante das fibras, com e sem o extrato, foram avaliadas em
comparacdo com o radical DPPH (OLIVEIRA et al., 2020) e o radical ABTS™
(FONSECA et al.,, 2020). O preparo dos radicais DPPH e ABTS™ foi realizado
conforme descrito no item 5.2.5.1. As amostras (1 mg) foram pesadas em tubos
separados, e em seguida foi adicionado 3,9 mL de DPPH previamente preparado, e
depois agitados em um vértex por 30 segundos e, em seguida, mantido no escuro
em temperatura ambiente (25 + 2 °C) durante 2 horas e meia. A absorbancia das
amostras foi medida em 515 nm (SpectraMax 190, Leitor de Microplaca, EUA) e o
resultado foi expresso em porcentagem de inibicdo, de acordo com a Equacao 1.
Para o radical ABTS™, as amostras (1 mg) foram pesadas em tubos
separados e, em seguida, foram adicionados 3 mL da solugdo ABTS™ previamente
preparado. A solucao foi agitada em vortex por 30 segundos e deixados no escuro
por 30 minutos em temperatura ambiente (25 + 2 °C). A absorbancia foi medida a
734 nm e os resultados apresentados como percentagens de inibicdo conforme a

Equacéo 1.
5.2.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados por meio de analise de variancia,

com 95% de confianga, utilizando os softwares estatistica 7.0 e Design Expert 6.0.4.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Antocianinas

Seis antocianinas foram identificadas nos extratos de jamboldo (Tabela 3).
Com base nos valores de massa experimental e perfis de fragmentacéo, o pico 1 foi
identificado como o composto delfinidina 3,5-diglicosideo ou digalactosideo (Del
3,5D (1)), com m/z 627 [M]", o pico 2 como o composto petunidina 3,5-diglicosideo
ou digalactosideo (Pet 3,5 D(1)), (m/z 641 [M]"), o pico 3 como delfinidina 3,5-
diglicosideo ou digalactosideo (Del 3,5D (2)), (m/z 627 [M]"), o pico 4 como
petunidina 3,5-diglicosideo ou digalactosideo (Pet 3,5 D(2)), (m/z 641 [M]"), o pico 5
como malvinidina 3,5-diglicosideo (m/z 655 [M]" (Mal 3,5D)) e o pico 6 identificado
como petunidina 3-glicosideo (m/z 479 [M]* (Pet 3G)). Os fragmentos obtidos est&o
apresentados na Tabela 3 e corroboram com resultados obtidos para antocianinas
encontradas em outros estudos de jambolado (FARIA et al., 2011; LI et al., 2009;
SABINO et al.,, 2021; BRITO et al., 2007) e em outras frutas como uva (WU &
PRIOR, 2005). O cromatograma de antocianinas identificadas nos frutos de

jambolao esta apresentado na Figura 5.
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Figura 5: Cromatograma de HPLC com o perfil de antocianina do jamboldo da condicdo de extracéo
do ponto central do planejamento multivariado (temperatura de 62,5 °C, tempo de extracdo de 62,5
minutos e concentracdo de etanol/agua de 50%).
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Tabela 3: Identificacdo das antocianinas presentes em extratos de jambolao.

Numero . - Formula Rt* M"’.‘SS"" Massa Erro da .
do bi Compostos identificados P . experimental o massa Msigma  Fragmentos  Energia
pico Quimica  (min) + tedrica
H) (A, ppm)
1 Delfinidina 3,5- Cy7H31047 1,61 627,1564 627,1556 -1,3 25 465/303 38,8
diglicosideo/digalactosideo (1)
2 Petunidina 3,5- CagH33017 1,64 641,1721 641,1712 -1,3 26,1 479/317 39,2
diglicosideo/digalactosideo (1)
3 Delfinidina 3,5- C,7H31017 2,33 627,1553 627,1556 0,4 47,1 465/303 38,8
diglicosideo/digalactosideo (2)
4 Petunidina 3,5- CogH33017 2,66 641,1703 641,1712 1,5 51,8 479/317 39,2
diglicosideo/digalactosideo (2)
5 Malvinidina 3,5-diglicosideo Co9H35017 3,68 655,1861 655,1869 1,2 28,7 493/331 39,7
6 Petunidina 3-glicosideo C2oH23015 6,23 479,1173 479,1184 2,2 8,2 317 34,0

*Rt = Tempo de retengéo.
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6.2 Otimizagao multivariada
As variaveis e niveis estudados estdo apresentados na Tabela 4, bem como
a area dos picos cromatograficos de cada antocianina identificada nos extratos e a

soma das formas isoméricas de Del 3,5D e Pet 3,5D.
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Tabela 4: Variaveis codificadas e decodificadas e respostas observadas no planejamento multivariado 2° para otimizacdo da extracdo de antocianinas de

jambolao.

Variaveis decodificadas

(variaveis codificadas)

Antocianinas identificadas* (Area**)

Experimento Soma Soma
Temperatura Tempo Etanol Del3,5D Del3,5D Del3,5D Pet3,5D Pet3,5D Pet3,5D Mal3.5D Pet3G Soma
°C) (min) (%, viv) 1) 2 (1+2) 1) (2) (1+2) ' o
1 43,16 (-1) 28,3 (-1) 20,2 (-1) 379,15 297,46 676,61  189,6 582,33 771,93 301,29 24,47 1774,29
2 81,85 (1) 28,3 (-1) 20,2 (-1) 458,63 379,53 838,16 251,54 780,83 1032,37 586,66 38,05 2495,24
3 43,16 (-1) 96,7 (1) 20,2 (-1) 353,87 273,96 627,83 180,11 519,02 699,13 270,63 23,16 1620,75
4 81,85 (1) 96,7 (1) 20,2 (-1) 263,40 201,89 465,29 132,10 395,14 527,24 208,03 1596 1216,53
5 43,16 (-1) 28,3 (-1) 79,8 (1) 341,20 83,68 424,88 374,58 151,28 525,86 62,16 4,81 1017,70
6 81,85 (1) 28,3 (-1) 79,8 (1) 229,22 5522 284,44 257,22 100,17 357,39 45,97 3,53 691,32
7 43,16 (-1) 96,7 (1) 79,8 (1) 309,74 72,39 382,13 333,98 141,95 475,93 56,64 510 919,81
8 81,85 (1) 96,7 (1) 79,8 (1) 135,30 39,57 174,87 16591 7535 241,26 37,08 2,55 455,75
9 30 (-1,68) 62,5 (0) 50 (0) 409,81 140,18 549,99 401,81 267,14 668,95 130,54 10,34 1359,83
10 95 (1,68) 62,5 (0) 50 (0) 138,11 51,32 189,43 151,51 115,57 267,08 63,98 6,61 527,11
11 62,5 (0) 5(-1,68) 50 (0) 395,12 137,99 533,11 380,64 264,29 644,93 113,48 10,32 1301,83
12 62,5 (0) 120 (1,68) 50 (0) 280,73 99,91 380,64 282,04 184,67 466,71 88,84 9,56 945,75
13 62,5 (0) 62,5 (0) 0 (-1,68) 2,170 620,61 622,78 2,93 643,78 646,71 255,73 14,34 1539,57
14 62,5 (0) 62,5 (0) 100 (1,68) 262,19 53,49 31568 32554 98,36 423,9 37,45 4,75 781,79
15 62,5 (0) 62,5 (0) 50 (0) 294,13 98,37 3925 289,30 185,13 474,43 87,04 8,49 962,45
16 62,5 (0) 62,5 (0) 50 (0) 301,92 97,96 399,88 294,69 185,86 480,55 86,99 10,06 977,47
17 62,5 (0) 62,5 (0) 50 (0) 307,46 102,74 410,20 303,65 199,18 502,83 101,67 9,75 1024,45

*Antocianinas identificadas: Del3,5D(1): Delfinidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (1), Pet3,5D(1): Petunidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (1), (Del3,5D
(2): Delfinidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (2), (Pet3,5D(2): Petunidina 3,5-diglicosideo/digalactosideo (2), Mal3,5D: Malvinidina 3,5-diglicosideo, Pet3G:
Petunidina 3 glicosideo. ** Areas obtidas a partir da média de duplicata em cada experimento.***Soma dos compostos ((Del3,5D(1) e (Del3,5D(2)) e
((Pet3,5D(1) e (Pet3,5D(2)). ***Soma total das antocianinas identificadas individualmente.
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O aumento da temperatura afetou negativamente o processo de extracao,
uma vez que reduziu o teor do composto Del3,5D (1) (experimentos 3 e 4,5e6,7 e
8, 9, 16 e 10), com excecdo dos experimentos 1 e 2, onde 0 aumento da
temperatura resultou em leve aumento do teor deste composto, enquanto as demais
variaveis permaneciam em seus niveis inferiores. Esses experimentos indicam que a
temperatura apresentou efeito de interacdo negativo com as demais variaveis.

Efeitos de interacdo negativo também foram relatados por Sabino et al.
(2021), ao otimizar um processo de extracdo de antocianinas em jamboldo com
liqguido pressurizado. Os autores observaram uma maior degradacdo das
antocianinas conforme o aumento da temperatura de extracdo Comportamento
semelhante foi observado por Patras et al. (2009) que estudaram o efeito do
processamento sob alta pressdo em puré de amora e morango submetidos a altas
temperaturas e observaram que as antocianinas foram significativamente afetadas
pela aumento da temperatura de extracao.

A variavel tempo apresentou efeito negativo (experimentos 1 e 3,2e 4,5 e
7, 6 e 8, e entre os experimentos 11, 16 e 12). O aumento da concentracdo de
etanol na solugdo extratora também apresentou efeito negativo no processo de
extracdo (experimentos 1 e 5, 2 e 6, 3 e 7, 4 e 8). No entanto, o resultado do
experimento 13 (nivel -1,68, 0% de etanol) indica que os niveis de etanol utilizados
devem ser baixos, mas ndo devem atingir 0% de etanol para garantir uma maior
extracdo. O experimento que permitiu a maior extracdo do composto Del3,5D (1) foi
0 experimento 2 (temperatura de 81,85 °C, tempo de 28,3 min e concentragao de
etanol/agua de 20,2%).

Para o composto isomérico do primeiro, a Del3,5D (2), o aumento da
temperatura também acarretou na reducéo de extracdo do composto (experimentos
3e4,5e6,7e8e9e 10), exceto quando comparados os experimentos 1 e 2,
onde as demais variaveis estiveram em seus niveis inferiores. O aumento do tempo
também apresentou efeito negativo na extracdo deste composto. A variavel que
exerceu maior influéncia para este composto foi a varidvel C (concentracdo de
etanol na solucéo extratora) cujo aumento apresentou efeito negativo (experimentos
leb5 2e6 3e7 4e 8). A menor concentragcdo de etanol utilizada no desenho

experimental foi responsével pela maior extracdo deste composto (experimento 13).
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Para o composto Pet 3,5D (1), o aumento da temperatura mostrou leve
efeito positivo, enquanto as demais varidveis estiveram nos niveis inferiores
(experimentos 1 e 2). Nas demais condi¢cGes, 0 aumento da temperatura influenciou
negativamente as respostas (experimentos 3 e 4, 5 e 6, 7 e 8, 9, 16 e 10).
Feuereisen et al. (2017) relataram um efeito positivo para a variavel temperatura ao
avaliar antocianinas em aroeira-vermelha (Schinus terebinthifolius Raddi) através de
um meétodo multivariado utilizando extracdo liquida pressurizada. Os autores
relataram uma degradacéo individual dos compostos e consequentemente, uma
reducdo da extracdo conforme a temperatura foi aumentada.

O aumento do tempo apresentou efeito negativo sobre a extracéo
(experimentos 1 e 3,2e4,5e 7,6 e 8,11, 16 e 12). A variavel que exerceu maior
influéncia foi a variavel concentracdo de etanol na solucdo extratora, com efeito
positivo sobre o rendimento de extracdo para o composto Pet 3,5D (1). Quanto
maior € a concentracdo de etanol, maior € a extracdo para este composto
(experimentos 1 e 5,2 e 6,3 e 7 e 4 e 8). No entanto, considerando os experimentos
13, 14 e os pontos centrais (15, 16 e 17), a concentracdo de etanol apresenta
influéncia positiva de 50 até 80%, acima do qual, impacta na reducdo do composto
Pet 3,5D (1). Sabino et al. (2021) relataram efeito semelhante quando utilizaram
etanol como solucéo extratora, observando uma relagéo direta entre a concentracao
de etanol e a extracdo das antocianinas. Este fato pode ser explicado devido a alta
polaridade do etanol, que possibilita uma maior extracdo e estabilizacdo das
antocianinas.

Para o composto Pet3,5D (2), isdbmero do composto Pet 3,5D (1), os efeitos
observados entre as variaveis temperatura e tempo foi semelhante ao observado
para Pet3,5D (1); porém, o aumento da concentracdo de etanol exerceu efeito
negativo em todas as condi¢cdes. Quando considerado a soma dos compostos
Pet3,5D (1+2), foi observada a tendéncia de que todas as variaveis podem ser
utilizadas em seus niveis inferiores.

A diferenca de comportamento dos compostos Del 3,5D (1) e (2) frente a
concentracdo de etanol na solucéo extratora (experimentos 13, 14 e 16), bem como
dos compostos Pet 3,5D (1) e (2), provavelmente se deve a isomerizacdo molecular
gue ocorre nas antocianinas nas diferentes formas de extragcdao (CHORFA et al.,

2016). Quando considerada a soma dos compostos Del 3,5 D (1+2) e Pet 3,5 D
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(1+2), o comportamento da extragdo se apresenta de forma similar, indicando que
no nivel extremo inferior (-1,68) da concentracdo de etanol na solucao extratora foi
obtido a maior extragdo dos compostos, quando utilizado a soma de ambos.
Possivelmente esse comportamento é observado pelas diferencas entre as
antocianinas, decorrentes do niamero de grupos hidroxilicos presentes na molécula,
do tipo de metilacdo destes grupos, da posi¢cao e numero de aglcares e dos tipos de
acidos ligados a molécula de antocianina (ANANGA et al., 2013), que podem se
apresentar de diferentes formas conforme as condicdes de extracao.

Para a Mal 3,5D, a variavel concentracdo de etanol exerceu efeito linear
negativo (experimentos 1 e 5, 2 e 6, 3 e 7 e 4 e 8). A maior concentragado deste
composto foi obtida quando a temperatura foi levemente aumentada (81,85 °C) e as
demais variaveis nos niveis inferiores (experimento 2).

Para o composto Pet 3G, a variavel concentracdo de etanol exerceu
influéncia significativa e seu efeito linear foi negativo. Dessa forma, o aumento da
concentracdo de etanol na solucdo extratora diminui a extracdo deste composto
(experimentos 1 e 5,2 e 6,3 e 7 e 4 e 8). Para a otimizacao, foi considerada a soma
de todas as formas individuais de antocianinas, uma vez que o objetivo é obter o
maximo de antocianinas no extrato, sem discriminacdo entre as diferentes
antocianinas encontradas.

Os modelos estabelecidos para explicar as respostas, o teste F para ajuste
dos modelos, o teste F para significancia das regressfes e o0s coeficientes

significativos dos modelos estdo apresentados na Tabela 5.

42



Tabela 5: Modelos matematicos para descrever as variaveis: coeficientes significativos, teste F para a significancia estatistica da regressao e a falta de
ajuste dos modelos obtidos na otimizacdo multivariada da extracdo de antocianinas em jambolao.

Falta de Ajuste Regresséo Coeficientes significativos* (Erro padréo)
F F*** F F***** A B C C2
Respostas Modelo (MSlof/ Mspe)**  critico (MSR/MS)****  critico Intercepto  Temperatura  Tempo Etanol
95% 95% (°C) (min) (%, viv)
Del3,5D (1) Linear 286,29 194 1,93 3,41 - - - - -
Del3,5D (2) Quadratico 458,86 19,3 17,13 3,68 1(22)9ég1 - - -135,93 81,03
@759 (12,99) (14,31)
Del 3,5D (1+2) Linear 134,36 194 13,71 3,41 451,08 -69,95 -60,84 -136,13 -
(23,01) (25,68) (25,68) (25,68)
Pet3,5D (1) Quadratico 56,96 19,3 8,3 3,68 297,17 -50,72 -31,26 67,45 -50,96
(26,73) (12,56) (12,56) (12,56) (13.84)
Pet3,5D (2) Linear 245,67 194 14,82 3,41 287,65 - - -199,70 -
(27,67) (30,88)
Pet 3,5D (1+2) Linear 81,16 8,46 541,6 - -76,47 -132,25 -
(30,08) (33,57) (33,57)
Mal 3,5D Linear 165,26 6,26 149,07 - - -112,24 -
(24,28) (27,10)
Pet 3G Linear 71,75 6,39 11,87 - - -7,46 -
(1,57) (1,76)
Soma Linear 115,51 8,86 1153,63 - - -388,08 -
(77.62) (86,63)

*Os coeficientes A®, B>, AB, AC e BC néo foram significativos para nenhuma das respostas; **MSlof = falta de ajuste do quadrado médio; Mspe = erro puro do
quadrado médio; *** Valores de F critico para a falta de ajuste (modelo linear (1; 2y € modelo quadratico (2, com 95% de confianga); ****MSr = regresséo do
quadrado medio; MSr = residuo do quadrado médio; ****Valores de F critico para a regresséo (modelo linear 5,3 € modelo quadratico 7, com 95% de
confianca).
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Todos os modelos das antocianinas apresentaram falta de ajuste para
realizar a predi¢do das condi¢Bes 6timas, inclusive os modelos em que foi realizada
a soma das duas formas isoméricas de Del 3,5 D (1+2) e Pet 3,5D (1+2) e a soma
total de todas as formas individuais (Tabela 5). Os modelos para Del 3,5D (1+2), Pet
3,5D (1+2), Mal 3,5D, Pet 3G e a soma total apresentaram valores de F calculados
de 6,9, 4,2, 8,5, 3,7 e 6,0 vezes o valor do F critico (11,2 para o modelo linear.
Embora tenham falta de ajuste, varios estudos relatam o uso de modelos com leve
falta de ajuste e que podem realizar predi¢cdes Uteis para obter a condicdo 6tima,
mesmo com alguns desvios entre a condicdo predita e a observada (BALLUS et al.,
2011; COUTINHO et al., 2015; SILVEIRA et al., 2019; SILVEIRA et al., 2020). Dessa
forma, estes modelos foram empregados para realizar a predicdo das condi¢cdes
otimas de extracdo de antocianinas em jamboldo. As variaveis foram otimizadas
empregando a funcdo de desejabilidade descrita por Derringer e Suich (1980), que
permite combinar os modelos para obter uma Unica resposta global.

As condicbes de desejabilidade estabelecidas para a obtencdo maxima de
extracdo dos compostos presentes no jamboldo liofilizado, bem como as areas
preditas no ponto 6timo de extracdo estdo apresentadas na Tabela 6. As areas
observadas quando a condicdo étima foi executada experimentalmente (n=3) e as
concentracdes de cada antocianina presente também estdo apresentadas na Tabela
6. As condicdes desejadas foram de minimizar todas as variaveis para maior
extracdo dos compostos, enquanto que para as respostas, a desejabilidade foi de
maximizar. A combinacdo dos modelos nas condicdes de desejabilidade
estabelecidas permitiu concluir que, para obter um extrato de jambolao liofilizado rico
em antocianinas, as condi¢cdes 6timas em termos codificados, sédo -1,68, -1,68 e -
1,68 para as variaveis A (temperatura), B (tempo) e C (concentracdo de etanol na
solugdo extratora), respectivamente. Em termos experimentais, esses valores sao
expressos como temperatura de 30 °C, tempo de agitacdo de 5 minutos e

concentracéo de etanol na solugao extratora de 0%.
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Tabela 6: Otimizagdo das condi¢cbes 6timas para obtengcdo maxima de extracdo dos compostos de jambolao, respostas previstas e observadas pelo
modelo matematico e quantificacdo dos compostos.

Critérios de desejabilidade para as variaveis e respostas

Variaveis e Valor Valor Quantificacao
respostas o Limite Limite A Condicao 6tima predito  observado (mg/100g)**
Desejabilidade inferir superior Importancia predita (Codificada)
A (°C) Na faixa -1,68 1,68 3 -1,68
B (min) Na faixa -1,68 1,68 3 -1,68
C (%) Na faixa -1,68 1,68 3 -1,68
Del 3,5D (1+2) maximizar 174,87 838,16 3 899,50° 968,99° 55,80 + 6,90
Pet 3,5D (1+2) maximizar 241,26 1032,4 3 1014,11° 883,41° 52,77 £ 9,00
Mal 3,5D maximizar 37,08 586,66 3 385,63° 339,69° 22,78 + 3,59
Pet 3G maximizar 2,55 38,05 3 27,98° 21,76° 11,53+ 0,43
Soma maximizar 455,75 2495,2 3 2327,23%  2213,85% 142,88 + 19,93***

*Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05). **Os resultados sdo as médias de trés determina¢des. Resultados expressos em
base seca. **Soma total dos compostos presentes na amostra (mg/100g).
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Foram observadas diferencas significativas entre o valor predito e o
observado para as respostas Del3,5D (1+2), Pet3,5D (1+2), Mal3,5D e Pet3G. Essa
diferenca provavelmente é decorrente da falta de ajuste dos modelos. No entanto, a
diferenca de concentracdo € pequena do ponto de vista pratico. Para a soma de
todos os compostos nédo foi observada diferenca significativa entre as condi¢cdes
previstas e as condicfes experimentais. A condicdo O6tima prevista nao teve
diferenca estatistica significativa (95% de confiancga), considerando o erro do ponto
central do planejamento multivariado, com a melhor condicdo experimental testada
(experimento 2) com 81,8 °C de aquecimento em banho maria, 28,3 min de agitagao
e 20,2% de etanol na solucdo extratora. Tais resultados evidenciam que os modelos
foram capazes de predizer a extracdo total de antocianinas em jamboléo,
possibilitando a obtencdo de um extrato rico em antocianinas por meio de um
método de baixo custo e de rapida extracao.

Nas condi¢des de extracdo do ponto 6timo, foram obtidos um total de 142,88
mg/100g (equivalentes a Del3,5D) de antocianinas totais no jambolao liofilizado,
valores superiores ao observado por Tavares et al. (2016), 31,5 mg/100g de
antocianinas, ao avaliar frutas frescas de jamboldo submetidas a extragdo utilizando
uma combinacgdo de metanol, agua e &cido férmico como solvente extrator, e Coelho
et al. (2016) ao avaliar polpa congelada e suco de jambolédo produzido por extracao
auxiliada por pectina a 60 °C, obtendo uma concentracdo média de antocianina de
62,6 e 73,6 mg/100g, respectivamente. Por outro lado, Carvalho et al. (2017)
obtiveram teores de 159,8 mg/100g e 229,8 mg/100g de antocianinas em frutos
inteiros e em sucos desidratados de jamboldo, valores estes superiores ao
encontrado em nosso estudo.

Em termos de abundancias proporcionais de antocianinas individuais, o
extrato otimizado apresentou 39,1% de Del3,5D (1+2), 36,9% de Pet3,5D (1+2),
15,9% de Mal3,5D e 8,1% de Pet3G, corroborando com os resultados obtidos por
Faria et al. (2011), Tavares et al. (2016) e Sabino et al. (2021) ao avaliar

antocianinas presentes em frutos de jambol&o.
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6.3 Caracterizacdes do extrato obtido no ponto 6timo de extracao
6.3.1 Potencial redutor total e atividade antioxidante

O extrato obtido no ponto 6timo de extracdo (temperatura de 30 °C, tempo
de extracdo de 5 min e 0% de etanol na solucdo extratora) foi avaliado quanto ao
potencial redutor total e atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS. O
extrato apresentou uma capacidade redutora total (compostos fendlicos totais) de
2040,96 mg GAE/100g de fruta seca, resultado superior ao encontrado por Faria et
al. (2011) que obtiveram 148,3 mg GAE/100g (fruta fresca) para extrato aquoso
metandlico obtido a partir de frutos de jambol&o in natura.

Um estudo realizado por Brandao et al. (2019) avaliou o teor de compostos
fendlicos em frutos de jamboldo e obteve valores variando de 312 a 434,8 mg/100g
em polpa de fruta. Essas diferencas encontradas podem estar relacionados a
concentracdo dos compostos devido ao processo de liofilizagdo empregado, o que
consequentemente acarreta em maiores diferencas comparados a resultados
expressos em base Umida; além disso, outros fatores, tais como: o tipo de solvente
utilizado para a extracdo, as condicbes climaticas e o estado de maturacdo dos
frutos também podem interferir na biossintese dos compostos.

O extrato de jamboldo apresentou boa atividade antioxidante de 72% de
inibicdo frente ao radical DPPH e 64% frente ao radical ABTS. Os resultados
encontrados neste estudo sao inferiores aos relatados por Filipini et al. (2020), que
avaliaram a atividade antioxidante de extrato obtido de cascas de jambolédo através
de extracdo aquosa e obtiveram valores acima de 80% frente a ambos os radicais,
diferencas observadas podem estar relacionadas a fatores externos (tipo de solo,

clima e localizacdo geografica) e grau de maturacéo dos frutos utilizados.

6.3.2 Perfil de cor em diferentes valores de pH

Os parametros de cor do extrato de jamboldo obtido no ponto 6timo de
extracdo de antocianinas foram avaliados no intervalo de pH de 1 a 14 (Figura 6). As
variacbes de cor das solugdes de extrato de acordo com o pH estdo apresentadas
na Figura 6a. Em pH extremamente acido (pH 1 e 2), a solucdo do extrato
apresentou cor vermelha intensa, porém com o aumento do pH da solucéo, as cores
variaram do violeta ao lilds suave (pH 3 a pH 7). Em condic¢des alcalinas, as cores

do extrato variaram do azul ao verde (pH 8 a pH 10) e do amarelo ao marrom (pH 11
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a 14). Comportamento semelhante foi observado por Chen et al. (2020), Zhang et al.
(2020), Prietto et al. (2018) e Merz et al. (2020) ao avaliarem extratos provenientes
de batata-doce roxa, repolho roxo, tegumentos de feijdo preto e jambolao,

respectivamente.
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Figura 6: Perfil de cor (a) e espectros na regido do visivel (b) das solu¢des do extrato de jamboldo em
diferentes valores de pH (1-14).

Conforme o pH da solucdo do extrato de jamboléo foi aumentado, os valores
de absorbancia no comprimento de onda de absor¢cdo maxima diminuiram (pH 1 até
pH 6) (Figura 6b). Os maiores valores para absorbancia, em torno de 525 nm, foram
observados no pH 1 a 3, com predominio da cor vermelho intenso (Figura 6a). A
partir do pH 4, houve um deslocamento do pico de absorbancia maximo de 525 para
625 nm e consequentemente, os valores de absorbancia diminuiram conforme o pH
da solucédo foi aumentado. O deslocamento do pico maximo de absorcédo é devido
ao deslocamento batocromico ocorrido em diferentes solugdes de antocianinas (pH
1 a 14), devido a alteragédo do pico maximo de absorgcéo para maiores comprimentos
de onda no espectro ultravioleta (SINOPOLI et al., 2019).

Sari et al. (2012) e Merz et al. (2020) reportaram comportamentos

semelhantes ao avaliarem o perfil de cor de antocianinas provenientes de jambolao
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e Chen et al. (2020) avaliando o perfil de cor de antocianinas de batata-doce roxa. A
alteracdo de cor dos extratos de jambolao obtidos em diferentes valores de pH (1-
14) estad relacionado a transformacdo estrutural que ocorre nas antocianinas
presentes no extrato (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A principal forma da
antocianina é o cation flavilio com coloracdo avermelhada em pH 1 e 2. Com o
aumento do pH, a cor das antocianinas torna-se mais suave devido a formacgéo de
bases quinonoidais ou pseudo-bases de carbinol incolores. Em pH variando da
neutralidade a alcalinidade (pH 7 a 14), a coloracdo das antocianinas passa de azul-
purpura para amarelo, indicando a formacédo de anidrobase quinoide e por fim, a
formacao de chalconas, devido a degradacéo da estrutura das antocianinas (KHOO
et al., 2017; ANDRETTA et al., 2019). Portanto, o extrato de antocianinas de
jambolao apresenta potencial para aplicacdo como indicador de qualidade de
alimentos, devido & alteracdo de cor decorrente da mudanca de pH.

Os resultados do perfil colorimétrico pela avaliagdo das coordenadas L*
(preto = 0 ao branco = 100), a* (verde (-) ao vermelho (+)) e b* (azul (-) ao amarelo
(+)), do extrato de jambolao obtido no ponto 6timo, submetido a diferentes valores de
pH de 1 a 14 estdo apresentados na Tabela 7. As solu¢cdes de antocianinas
apresentaram um valor de L* baixo, indicando uma menor luminosidade. Em relacao
as coordenadas de cromaticidade, foi observado um menor valor do croma a*
conforme aumento do pH (1 a 14). Este resultado indica que a cor vermelha tem
maior intensidade em pH &acidos, enquanto a cor verde tende a predominar em pH
alcalinos. Para o croma b*, os resultados indicaram uma maior predominancia da cor

azul com tendéncia ao amarelo.
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Tabela 7: ParAmetros de cor (L*, a*, b* e AE*) dos extratos indicadores colorimétricos.

pH L* a* b* AE*

1 38,19 + 0,01° 3,94 +0,02° 0,26 + 0,02° 5,20 + 0,01
2 38,13 +0,18" 4,23 +0,02° 0,26 + 0,03" 5,10 + 0,18
3 38,93 + 0,12 3,99 + 0,07° -0,30 + 0,03 5,93 + 0,12
4 39,62 + 0,09° 2,46 +0,03" -0,65 + 0,06 6,97 + 0,08"
5 39,22 + 0,08 2,32 +0,06° -1,15 + 0,09 6,71 + 0,08°
6 37,79 + 1,72°% 1,57 +0,23° -2,01 +0,48" 6,22 + 1,22
7 37,50 + 1,05 0,97 +0,17° -1,88 + 0,25%" 6,16 + 0,87
8 36,27 +0,73" 0,65 + 0,07' -1,45 +0,18" 5,42 + 0,43°
9 38,21 + 0,20 0,31+ 0,02° -0,12 + 0,05® 6,75+ 0,16"
10 37,79 + 0,01° 0,87 + 0,03 -0,95 + 0,02 6,15 + 0,02
11 36,45 + 0,41°"¢ 0,98 + 0,04° -0,38 £ 0,11 5,04 + 0,29%
12 35,74 + 0,249 1,27 +0,12° -0,37 + 0,09 4,35+ 0,18°
13 35,79 + 0,44° 1,31 + 0,08 -0,65 + 0,25 4,42 +0,33¢
14 43,76 +1,03* 0,73 +0,07' -0,86 + 0,13% 11,46 + 0,95%

*Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 6). Médias na mesma coluna seguidas por
diferentes letras sdo significativamente diferentes (p<0,05). Os valores AE* das solugdes foram
calculados usando a Eq. (2) e considerando os parametros de cor do extrato obtido no ponto 6timo de
extracdo (pH 2,5).

Os resultados obtidos neste estudo sdo semelhantes aos reportados por
Prietto et al. (2018), que avaliaram o perfil de cor de filmes incorporados com
antocianinas extraidas de tegumentos de feijao preto e de repolho roxo, e relataram
uma maior luminosidade em filmes incorporados com antocianinas, quando
comparados aos filmes sem adicdo de antocianinas. Os autores também reportaram
a predominancia da cor vermelha em pH mais baixos e da cor verde em pH mais
elevados, em ambos os filmes incorporados com antocianinas. Por outro lado, os
valores de croma b* dos filmes foram influenciados pela origem das antocianinas,
nos filmes contendo antocianinas de tegumentos de feijao preto foram observadas a
predominancia da cor amarela e para os filmes contendo antocianinas de repolho
roxo a predominancia da cor azul.

Em relagdo aos valores de AE*, valores maiores que 5 podem ser facilmente
detectados pelo olho humano e valores superiores a 12 implicam em diferenca
absoluta de cor, ou seja, a mudanca de cor pode ser perceptivel até mesmo para
pessoas treinadas (PRIETTO et al., 2018; TASSANAWAT et al., 2007). Os
resultados obtidos para o AE* neste estudo foram superiores a 5 com excecdo dos
pH 12 e 13, confirmando que a alteracao de cor (Figura 6a) ocorrida em diferentes

valores de pH podem ser facilmente detectadas pelo olho humano.
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6.4 Caracterizacao das fibras produzidas pela técnica de electrospinning
6.4.1 Condutividade elétrica e viscosidade aparente das solu¢fes poliméricas
A condutividade elétrica e a viscosidade aparente das solucdes de zeina
com diferentes concentracfes de extrato de jamboldo estdo apresentadas na Tabela
9. A condutividade elétrica da solucao polimérica é influenciada pela concentracéo
do polimero e do tipo de solvente utilizado (BHARDWAJ e KUNDU, 2010). A adicdo
de extrato de jamboldo, em diferentes concentracdes, reduziu a condutividade
elétrica das solucdes poliméricas de zeina (Tabela 8). Entretanto, essa reducédo nao
afetou o processo eletromagnético na formacédo de fibras, uma vez que houve a
formacao de jato continuo e estavel, permitindo a producéo de fibras ultrafinas pela
técnica de electrospinning, indicando que a incorporacao de extrato de jamboldo ndo
afetou negativamente na producgéo das fibras.

Tabela 8: Condutividade elétrica e viscosidade aparente das solugBes de zeina 30% com diferentes
concentracdes de extrato de jamboléo.

Solucéo polimérica Condutividade elétrica Viscosidade aParente
(uS/cm™) (cP/cm™)
Zeina Extrato de jambolao
(%; piv) (%; piv)
30 0 1821,00 + 1,00° 126,60 + 0,17¢
30 20 1561,00 + 2,65° 154,70 + 0,17°
30 30 1463,00 + 3,61° 171,10 + 0,62°
30 40 1347,67 + 1,51¢ 204,47 + 0,65%

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna diferem
entre si (p<0,05).

A adicdo do extrato de jambolédo na solucédo polimérica de zeina aumentou a
viscosidade aparente das solucdes poliméricas, sugerindo a interacdo do extrato
com a proteina. Segundo Aytac et al. (2016), o aumento da viscosidade aparente é
devido ao maior emaranhamento de cadeias poliméricas na solucéo.
Comportamento semelhante foi observado por Evangelho et al. (2019) ao avaliar a
condutividade elétrica e a viscosidade aparente em fibras de zeina incorporadas
com acido fdlico; conforme o aumento da concentracdo de acido félico menor era a
condutividade elétrica e maior era a viscosidade aparente das solu¢des poliméricas.
A reducdo da condutividade elétrica e o aumento da viscosidade aparente das
solucdes poliméricas ndo afetaram o processo de eletrofiagdo, porém, acarretaram

em um aumento do didmetro médio das fibras. De acordo com Wen et al. (2016),
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solugdes poliméricas que apresentam viscosidade alta e condutividade baixa tendem

a formar fibras mais espessas.

6.4.2 Morfologia e distribuicdo do tamanho

As morfologias e os didmetros médios das fibras de zeina incorporadas de 0,
20, 30 e 40% de extrato de jamboléao estdo presentadas na Figura 7. Os parametros
utilizados nos processos de eletrofiacdo permitiram a formacéo de fibras ultrafinas
homogéneas e continuas sem presenca de beads. A incorporacdo de extrato de
jamboldo ndo afetou a morfologia das fibras obtidas, no entanto, o diametro médio,
em todos os tratamentos, foi alterado, o que pode ser atribuido ao aumento da
viscosidade aparente das solucdes (Tabela 8) devido a incorporacdo de extrato de

jamboldo nas fibras.
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O didmetro médio variou entre 472 a 622 nm, sendo que o maior diametro foi
observado para a fibra incorporada de 30% de extrato de jambolao (Figura 7e-f). A
incorporacdo de extrato de jamboldo rico em antocianinas aumentou o diametro
meédio das fibras de zeina. Este comportamento esta relacionado com o aumento da
concentracdo de soluto na solucdo polimérica resultando em fibras com maiores
diametros.

As diferencas de espessuras podem ser atribuidas a diferentes fatores,
incluindo as condicbes do processo de eletrofiacdo (por exemplo, taxa de
alimentacdo, tensdo e distancia do coletor) e caracteristicas da solucdo de
eletrofiacdo (por exemplo, viscosidade aparente, condutividade elétrica e tensao
superficial) (BHARDWAJ & KUNDU et al., 2010). Estudos realizados com fibras
ultrafinas de zeina com a incorporacao de diferentes concentracdes de extratos de
jabuticaba e de repolho roxo, ricos em antocianinas apresentaram um diametro
médio variando de 583 a 572 nm e 444 a 510 nm, respectivamente (AVILA et al.,
2020; PRIETTO et al., 2018). Evangelho et al. (2019) relataram um diametro médio
variando de 369 a 702 nm para fibras produzidas com solucfes de 30% de zeina e
diferentes concentracdes de &cido folico, 0, 0,5, 1 e 1,5%, respectivamente. Altan et
al. (2018) ao produzirem fibras utilizando solucées de zeina 30% (p/v) relataram um
didametro médio de 604 nm, enquanto que as fibras de zeina incorporadas de 5, 10 e

20% de carvacrol apresentaram diametros de 647, 539 e 553 nm, respectivamente.

6.4.3 Eficiéncia de encapsulacéo
A eficiéncia de encapsulacdo do extrato de jambolédo incorporado em fibras

ultrafinas de zeina pode ser observada na Tabela 9.

Tabela 9: Eficiéncia de encapsulagéo de extrato de jamboléo em fibras ultrafinas de zeina.

Extrato de jambolao (%) Eficiéncia de encapsulagao (%)
20 66,83 + 1,07%
30 62,65 + 0,64°
40 58,04 + 0,32°

Valores expressos como média + desvio padrdo (n = 3). Letras diferentes na mesma coluna diferem
entre si (p<0,05).

O tratamento com 20% de extrato de jamboldo apresentou maior eficiéncia
de encapsulacdo e o tratamento com 40% de extrato de jamboldo a menor eficiéncia

de encapsulagcéo, mostrando que existe uma relacdo inversa entre a concentracao
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do composto e a eficiéncia de encapsulacdo das fibras ultrafinas de zeina. A
reducdo da eficiéncia com o aumento da concentracdo de extrato de jambolao pode
estar relacionada a um excesso de compostos presentes na solucao, dificultando a
sua incorporacdo na matriz proteica. Comportamento semelhante também foi
observado por Evangelho et al. (2019) que relataram uma reducgéo na eficiéncia de
encapsulacdo com o aumento da concentracao de acido félico em fibras de zeina.

6.4.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)
A técnica de FTIR foi utilizada para determinar a natureza quimica das
fibras, bem como dos seus materiais precursores (Figura 8).
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Figura 8: Espectros de FTIR obtidos para as amostras de jambolao liofilizado, zeina pura e fibras
contendo 0, 20, 30 e 40% de extrato de jambol&o.

O espectro do extrato de jamboléao apresentou uma banda larga em torno de
3416 cm™ referente ao estiramento da ligacdo O-H. Foram identificadas bandas em
torno de 2934 cm™, as quais estdo relacionadas ao estiramento C-H dos grupos
alifaticos (CHEN et al., 2020). Em 1742 cm™ e 1620 cm™, foi observado o

estiramento assimétrico e simétrico (respectivamente) caracteristicos dos grupos
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carbonila (C=0) (LI et al., 2020). Ainda, na regido de 950-1100 cm™ foram
observadas bandas atribuidas ao estiramento das ligacdes C=C e C-OH presentes
nos anéis aromaticos da estrutura das antocianinas (NEO et al., 2013).

Os espectros da zeina e da fibra controle ndo apresentaram mudanca
significativa. Em ambos os espectros, foram observados a banda entre 3000-3500
cm™ do estiramento da ligacdo N-H e O-H presentes na estrutura da proteina
(PEREZ-MASIA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2013). Na regido de 2900-2790 cm™,
nota-se o estiramento da ligacdo C-H dos grupos alifaticos. A banda 1646 cm™ esta
atribuida a carbonila de amida primaria, ja a banda em 1537 cm™ esta atribuida a
vibracdo da ligacdo C=0 de amida secundéria (LI et al., 2020). Também em 1446
cm™ observa-se a banda caracteristica da ligacdo C-N (NEO et al., 2013).
Comparando o espectro da zeina com as fibras de zeina controle, pode-se constatar
que a eletrofiacdo nao altera a estrutura quimica da proteina.

Nos espectros das fibras contendo diferentes concentracdes de jambol&ao
(20, 30 e 40%) foram identificadas as bandas provenientes da zeina com pequenas
modificacdes, onde foi observado um estreitamento na banda da ligacdo O-H e N-H
em torno de 3500 cm™, provavelmente devidos as interagées intermoleculares entre
a zeina e as antocianinas presentes no extrato de jamboldo (BECERRIL; NERIN;
SILVA, 2021). Também se observa uma sobreposicdo das bandas da ligacdo C=0
do jambolao pelas bandas de amida (primaria e secundaria) presentes na zeina. Em
contrapartida, para as fibras contendo extrato de jamboldo observa-se as bandas
caracteristicas dos anéis aromaticos das antocianinas em 950-1100 cm™ as quais
ficam mais evidenciadas com aumento da concentracdo do extrato, 0 que por sua

vez confirma a presenca das mesmas nas fibras desenvolvidas.
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6.4.5 Anédlise termogravimétrica (TGA)
A estabilidade térmica das fibras e dos materiais precursores foi investigada

atraves da técnica de TG/DTG (Figura 9).
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Figura 9: Curvas TG (a) e curvas DTG (b) obtidas para as amostras de zeina pura, extrato de
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O jamboldo apresentou um padrédo térmico com trés estagios de perda de
massa. O primeiro em torno de 67 °C (cerca de 10% de perda de peso) referente a
perda de agua, o segundo iniciando em 150 °C (cerca de 27% de perda de peso)
com um maximo em 199 °C, que corresponde a degradacdo das hidroxilas laterais
presentes na estrutura das antocianinas, o terceiro estagio ocorre entre 250-450 °C
com um maximo em 315 °C e corresponde a degradacdo térmica do composto
(perda de 45% de peso) (SHARIF; KHOSHNOUDI-NIA; JAFARI, 2020). A zeina,
bem como a fibra controle apresentou padrao térmico semelhante, com apenas um
estagio de perda de peso entre 250-350 °C (cerca de 70% de perda de peso) o qual
€ caracteristico da degradacdo térmica de proteinas (LI et al.,, 2020). Em
contrapartida, quando comparando os padrdes térmicos das fibras contendo o
extrato de jamboldo, esses apresentaram trés estagios de perda de peso, 0 primeiro
em torno de 67 °C (cerca de 10% de perda de peso) referente a perda de agua, o
segundo entre 100-200 °C com um méaximo em 199 °C (cerca de 10% de perda de
peso) o qual estd associado a degradacdo das hidroxilas laterais da estrutura das
antocianinas presentes no extrato, e o terceiro entre 250-400 °C (cerca de 40% de
perda de massa) que corresponde a degradacdo térmica da proteina (PEREZ-
MASIA; LOPEZ-RUBIO; LAGARON, 2013). Esses resultados sugerem que a
incorporacdo das antocianinas nas fibras foi bem sucedida, e que o uso de zeina

como material encapsulante aumenta a estabilidade térmica final do material.

6.4.6 Propriedades térmicas (DSC)

A técnica termoanalitica de DSC determina a quantidade de calor necessaria
para aumentar a temperatura de uma amostra, que esta intimamente relacionada
com as interacfes quimicas (ligacdo covalente) ou fisicas (ligacdo de hidrogénio ou
atracdo eletrostatica) presentes na mesma. Assim, a partir dos dados obtidos, é
possivel identificar transicoes de fases no material, determinar o seu ponto de fuséo,
transicdes vitreas, entre outras. Na Figura 10 estdo apresentadas as curvas de DSC

dos materiais analisados.
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Figura 10: Curvas de DSC para as amostras de zeina pura, extrato de jambol&o, e fibras contendo 0,
20, 30 e 40% de extrato de jamboléao.

A curva de DSC para a zeina apresentou um pico endotérmico na faixa de
30-100 °C com um maximo em 47 °C correspondente a perda de dgua (CHEN et al.,
2020). A fibra controle apresentou um pico endotérmico entre 30-125 °C, com um
maximo em 75 °C sugerindo que o material eletrofiado possui maior ordenacéo, ou
seja, torna-se mais cristalino, necessitando de maior energia para que o evento
ocorra, tonando o material mais estavel termicamente e com maior entalpia (MORI et
al., 2014).

O extrato de jambolao apresentou trés picos endotérmicos, 0 primeiro com
maximo em 80 °C, que corresponde a perda de agua e compostos volateis
presentes no extrato, o segundo ocorre em 147 °C, e o terceiro em 193 °C, os quais
estdo associados a degradacdo térmica estrutural das antocianinas presentes
(VEDOVE; MANIGLIA; TADINI, 2021). Quando comparados os padrdes termicos da
fibra controle com as fibras contendo extrato de jamboldo, observam-se dois picos
endotérmicos, o primeiro entre 30-100 °C, onde é possivel observar que o aumento
da concentracdo de extrato de jamboldo aumenta a area do pico endotérmico nesse

estagio, o que por sua vez aumenta a entalpia do material (VEDOVE; MANIGLIA;
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TADINI, 2021). Também nota-se um aumento na temperatura em que 0 evento
acontece, 0 que sugere que a zeina como material encapsulante para a producao
das fibras incorporadas de diferentes concentracdes de extrato de jambolédo
aumenta e estabilidade final do composto encapsulado, provavelmente devido as
interagces intermoleculares entre a zeina e 0S compostos presentes no extrato
(NEO et al.,, 2013). Além disso, as fibras contendo extrato apresentaram um
segundo pico endotérmico entre 100-200 °C o qual € caracteristico da desnaturacéo
de proteinas (KUMAR et al., 2019). Os resultados obtidos corroboram os resultados
da andlise termogravimétrica, bem como indicam que a eletrofiagdo aumenta a

estabilidade térmica do extrato de jambol&o.

6.4.7 Angulo de contato

Os angulos de contato das fibras ultrafinas com diferentes concentracfes de
extrato de jamboléo estdo apresentados na Figura 11.

As gotas de agua depositas sobre as fibras ultrafinas de zeina contendo
diferentes concentracbes de extrato de jamboldo apresentaram reducdo do seu
angulo de contato apés 3 segundos da queda da gota na superficie da fibra. A fibra
de zeina controle (Figuras 11a e 11b) apresentou um éangulo de contato inicial de
94,4° no instante imediato de queda da gota, sendo reduzido para 26,4° apés 3
segundos de contato da gota com a superficie da fibra.

O angulo de contato das fibras diminuiram conforme o aumento da
concentracéo de extrato de jambolao, de 89,0° (20% de extrato) para 64,4° (40% de
extrato) e apds 3 segundos de contato, reduziu de 20,7° (20% de extrato) para 14,5°
(40% de extrato). Essa diminuicdo no angulo de contato é devido a hidrofilicidade
das antocianinas presentes no extrato, implicando em fibras altamente hidrofilicas.
Valores maiores para o angulo de contato das fibras de zeina se deve a presenca de
aminoacidos hidrofébicos da proteina (DENG et al., 2019). Comportamento
semelhante também foi observado por Prietto et al. (2018) ao avaliarem o angulo de
contato em fibras de zeina adicionadas de antocianinas provenientes de repolho
roxo. Esses autores reportaram que quanto maior a concentracao de antocianinas,
maior foi a permeabilidade da fibra.

A maior permeabilidade das fibras de zeina contendo extrato de jamboldo

podem ser Uteis para aplicacdbes em embalagens inteligentes, permitindo que as
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antocianinas presentes nas fibras interajam de forma rdpida, emitindo uma resposta

de cor em funcdo do pH em que o alimento se encontra.

Bmedio = 64,4

Figura 11: Angulo de contato das fibras de zeina contendo 0% (a,b), 20% (c,d), 30% (e,f) e 40% (g,h)
de extrato de jambol&o. (a), (c), (e) e (g) sdo referentes ao instante imediato da queda da gota de
agua, e (b), (d), (f) e (h) séo referentes a 3 segundos ap6s a queda da gota.
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6.4.8 Atividade antioxidante
A atividade antioxidante do extrato de jambolédo na forma livre bem como na

forma encapsulada em fibras de zeina sédo apresentadas na Figura 12.
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Figura 12: Atividade antioxidante do extrato de jamboldo e das fibras produzidas com diferentes
concentracdes de extrato (0, 20, 30 e 40%) pelos métodos de Inibicao dos radicais DPPH e ABTS.

O extrato de jambolao na sua forma livre apresentou uma capacidade de
eliminacdo de 72% para o radical DPPH e 64% para o radical ABTS™. As fibras de
zeina contendo diferentes concentracfes de extrato de jamboldo apresentaram
valores de capacidade de inibicdo de até 40,5% para o radical DPPH. As fibras de
zeina contendo 30% e 40% de extrato de jamboldo ndo apresentaram diferenca
significativa (p> 0,05) para a inibicdo do radical DPPH, com valor médio de inibicdo
de 39,7% para esse radical.

Para o radical ABTS™ a capacidade antioxidante das fibras foi maior quando
comparado ao radical DPPH; além disso, observou-se um aumento gradual da
atividade de eliminacéo deste radical com o aumento da concentracdo de extrato de
jambolao presente nas fibras, sendo a maior capacidade antioxidante observada
para a fibra contendo 40% de extrato, com um valor médio de 58,8% de inibigdo

para este radical.
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A maior atividade de inibicdo do radical ABTS™, em comparagédo ao radical
DPPH ocorre devido a uma maior sensibilidade desse radical para a identificacao de
atividades antioxidantes, uma vez que este possui uma cinética de reacdo mais
rapida e também uma maior resposta aos antioxidantes (LEE et al.,, 2015). A
encapsulacdo do extrato de jamboldo é uma alternativa altamente promissora para
aumentar a estabilidade das antocianinas presentes, além de garantir a protecdo de
suas propriedades funcionais, como a atividade antioxidante, uma vez que, em sua
forma livre, esse composto pode facilmente se degradar na presenca de altas

temperaturas, luz e alteracbes de pH.

7. CONCLUSOES

A metodologia de planejamento multivariado se mostrou uma ferramenta Uutil
para extracdo de antocianinas em frutos de jamboldo, permitindo a identificacado de
pardmetros de extragao significativos, bem como suas interagdes. Os modelos
matematicos encontrados foram adequados para a otimizacéo da extracdo utilizando
solventes verdes, como agua e etanol. A utilizacdo de agua acidificada em uma
temperatura de 30 °C e 5 minutos de extracdo em banho maria permitiu a extracao
de 142,88 mg/100g de antocianinas do jamboldo. A antocianina majoritaria presente
no extrato de jamboldo foi a delfinidina 3-5diglicosideo (Del3,5D) representando
39,1% do total das antocianinas presentes.

O extrato obtido no ponto 6timo de extracdo apresentou atividade
antioxidante superior a 64%, indicando sua aplicacdo em embalagens ativas, a fim
de prevenir reacdes de oxidacdo em alimentos. Além disso, 0 extrato de jambolédo
também pode ser aplicado em embalagens inteligentes, devido a sua capacidade de
mudanca de cor em uma ampla faixa de pH, o que pode ser extremamente Util para
acompanhar a alteracdo da qualidade de alimentos durante a estocagem.

As fibras de zeina com e sem extrato de jamboldo obtidas apresentaram
homogeneidade e uniformidade, apresentando diametro médio entre 472 a 622 nm,
boa eficiéncia de encapsulacdo de 66,8% e elevada atividade antioxidante (de 29,7
a 40,5% para o radical DPPH e de 37,9 a 58,7% para o radical ABTS™). A
incorporacdo do extrato em diferentes concentracdes nas fibras reduziu o seu
angulo de contato tornando-as mais hidrofilicas, resultado este considerado positivo

guando se deseja aplicar essas fibras como sensores em embalagens inteligentes,
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uma vez que precisam absorver os exsudados para emitir uma resposta em relagéo
a alteracao de pH do produto.

As condi¢cBes otimizadas para extracdo das antocianinas do jamboldo, bem
como a producéo de fibras ultrafinas de zeina incorporadas de extrato de jambolao,
constituem uma base crucial para pesquisas futuras, como ensaios de bioatividade,
purificagdo de antocianinas de frutos de jamboldo e desenvolvimentos de
embalagens inteligentes, a fim de garantir a qualidade de alimentos durante seu

armazenamento.
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