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RESUMO

O jambol&do é um fruto rico em compostos bioativos, especificamente as antocianinas, pouco explorado
comercialmente, mas bastante conhecido no meio académico devido apresentarem antocianinas que sdo
pigmentos naturais pertencentes ao grupo dos flavonoides, que apresentam diversas propriedades
bioldgicas, como atividade antimicrobiana e antioxidante. Pesquisas ja desenvolvidas com antocianinas
presentes em frutos de jambolao indicam que s&o compostos promissores para a substituicdo de corantes
sintéticos na elaboragdo de embalagens inteligentes para alimentos, sem contar no seu alto potencial
antioxidante. Uma alternativa para explorar esse fruto é realizar o processamento da polpa para entao
obter um extrato com potencialidade de antocianinas presente. O objetivo foi realizar a extracdo de
compostos bioativos desse fruto ndo convencional, conhecido popularmente como jamboldo, e com esse
extrato obtido realizar sua aplicacdo em detemrinado alimento e verificar seu potencial antimicrobiano
e antioxidante. O extrato de jamboldo foi obtido utilizando-se polpa congelada da qual foi processada
com uma solucdo etanolica de razdo 1:1. Se faz necessario padronizar o pH para evitar perdas de
propriedades bioativas durante a extragdo, sendo assim, uma solucgdo de &cido cloridrico de concentragdo
0,01 mol/L foi feita e adicionado na solucéo etanolica até padronizar o pH em 2. Apds a extragdo, foi
feita a determinacdo do potencial de teor de antocininas de trés amostras identificados como (T1, T2,
T3) de um produto de derivado lacteo, adicionados de 10 g (T1), 15 g (T2) e 20 g (T2) do extrato obtido,
utilizando um tampdo pH 1 (cloreto de potassio 0,025 mol/L) e um tampéao pH 4,5 (acetato de sédio 0,4
mol/L). Os resultados demostraram uma coloracdo entre vermelho opaco e vermelho, evidenciando
assim a presenca de antocinais. Em pesquisas feitas, pesquisadores relatam que os principais metabolitos
secundarios encontrados nesses frutos sdo as antocianinas, compostos responsaveis pela intensa
coloragdo vermelha. Para avaliar seu potencial antimicrobiano e antioxidante, foram pesadas 1 mL de
cada amostra e realizada suas caracteristicas microbiolégicas para coliformes termotolerantes, contagem
de estafilococos coagulase-positivo e presenca de Salmonella spp. Com os resultados obtidos, pode-se
observar que ndo houve evidéncias de coliformes termotolerantes, do qual ndo apresentou formacéo de
gas nos tubos de Durhan invertidos, apés a incubacdo em estufa a 36 + 1°C por 48 horas. Foi verificada
também a auséncia de estafilococos coagulase-positivo e Salmonella spp nas amostras analisadas.
Pode-se justificar essas auséncias devido as propriedades antimicrobiana e antioxidante do extrato de
antocininas obtido. Apesar de haver muitos estudos para diferentes métodos de extracao, o que deve ser
levado em conta é o tipo de solucédo eficiente, que ndo degrade as propriedades bioativas, o tempo,
temperatura e armazenamento, todos esses fatores influenciam na extracdo. Portanto, o extrato de
jamboldo por solucdo etanolica e liofilizado mostrou-se uma alternativa promissora para obter um
extrato com compostos biativos, mantendo a funcionalidade das antocininas da qual servira para
aplicacdo em alimentos, como corante natural com propriedades antioxidantes.
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ABSTRACT

The jambolan is a fruit rich in bioactive compounds, specifically anthocyanins, little explored
commercially, but well known in academia because they present anthocyanins that are natural pigments
belonging to the flavonoid group, which have several biological properties, such as antimicrobial and
antioxidant activity. Researches already developed with anthocyanins present in jambolan fruits indicate
that they are promising compounds to replace synthetic dyes in the development of smart packaging for
food, not to mention their high antioxidant potential. An alternative to explore this fruit is to perform
the pulp processing to then obtain an extract with potential anthocyanins present. The objective was to
carry through the extraction of bioactive compounds of this not conventional fruit, popularly known as
jambolao, and with this obtained extract to carry through its application in detemrined food and to verify
its antimicrobial and antioxidant potential. The extract of jamboldo was obtained using frozen pulp of
which was processed with an ethanol solution of ratio 1:1. It is necessary to standardize the pH to avoid
loss of bioactive properties during extraction, so a hydrochloric acid solution of 0.01 mol/L
concentration was made and added in the ethanol solution until the pH was standardized at 2. After the
extraction, the determination of the potential anthocinins content of three samples identified as (T1, T2,
T3) of a dairy derivative product was made, adding 10 g (T1), 15 g (T2) and 20 g (T2) of the obtained
extract, using a buffer pH 1 (potassium chloride 0.025 mol/L) and a buffer pH 4.5 (sodium acetate 0.4
mol/L). The results showed a coloration between opaque red and red, thus evidencing the presence of
anthocyanins. In researches, researchers have reported that the main secondary metabolites found in
these fruits are anthocyanins, compounds responsible for the intense red coloration. To evaluate its
antimicrobial and antioxidant potential, 1 mL of each sample was weighed and its microbiological
characteristics were analyzed for thermotolerant coliforms, coagulase-positive staphylococci count and
the presence of Salmonella spp. With the results obtained, it was observed that there was no evidence of
thermotolerant coliforms, which did not present gas formation in the inverted Durhan tubes, after
incubation in an incubator at 36 + 1°C for 48 hours. It was also verified the absence of coagulase-positive
staphylococci and Salmonella spp in the analyzed samples. These absences can be justified due to the
antimicrobial and antioxidant properties of the anthocin extract obtained. Although there are many
studies for different extraction methods, what should be taken into account is the type of efficient
solution, which does not degrade the bioactive properties, the time, temperature and storage, all these
factors influence the extraction. Therefore, the jambolan extract by ethanolic solution and freeze-dried
showed to be a promising alternative to obtain an extract with bioactive compounds, keeping the
functionality of anthocinins which will serve for application in food, as a natural dye with antioxidant
properties.
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INTRODUCAO

Dentre os parametros utilizados pelo consumidor para julgar o aspecto sensorial e a

saudabilidade dos alimentos, pode-se dizer que a cor esta no topo da lista. Isto porque a cor
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influencia diretamente na preferéncia, selecéo e desejos de consumo de alimentos. Entretanto,
apesar de os alimentos naturais possuirem intensidade de coloracéo propria, as condicdes de
estocagem, praticas de manufatura e processamento, entre outros, possuem uma grande
influéncia na sua coloragdo final. Sendo assim, uma vez que a cor est4 fortemente associada a
expectativa de qualidade, a adi¢do de corantes aos alimentos é uma forma de atender a essas
expectativas e mascarar as perdas de processo e conservacdo (COULTATE e BLACKBURN,
2018; MARTINS et al., 2016).

A demanda por alimentos intensamente coloridos provocou a incorporagdo de alguns
compostos quimicos organicos e inorganicos nos produtos alimenticios (COULTATE e
BLACKBURN, 2018). Varios corantes alimenticios sintéticos foram desenvolvidos a fim de
adicionar qualidade e caracteristicas sensoriais especificas aos produtos. Entretanto, com o
passar do tempo, varios deles foram proibidos devido a apresentarem claros efeitos colaterais,
como sinais de toxicidade a curto e longo prazo, além de outros prejuizos a saude, incluindo
efeitos carcinogénicos (AMCHOVA, KOTOLOVA e RUDA-KUCEROVA, 2015). Com isso,
as expectativas dos consumidores foram amplamente afetadas, mas ndo mudaram, uma vez que
estes passaram a requerer a adi¢do de pigmentos naturais nos alimentos em substituicdo aos
sintéticos (MARTINS et al., 2016).

Existem numerosas vantagens no uso de corantes naturais sobre os sintéticos,
principalmente devido as suas propriedades farmacologicas. Produtos coloridos com compostos
naturais possuem melhor valor de mercado. Adicionalmente, 0 uso de corantes naturais na
indUstria alimenticia possui um potencial multidimensional, pois além da propriedade de
colorir, carotenoides podem ser utilizados nos alimentos como uma fonte de vitaminas,
antocianinas como agentes antioxidantes, entre outros (CHATTOPADHYAY, CHATTERJEE
e SEN, 2008).

Sendo assim, o grande aumento na oferta de produtos com rétulos com a afirmagao “sem
corantes artificiais” nos supermercados sugere que o futuro dos corantes sintéticos ¢ limitado.
A natureza produz uma variedade abundante de cores, sendo que muitas delas tém sido extraidas
para a aplicacdo como corantes. As frutas e o0s vegetais sdo naturalmente coloridos
principalmente por quatro grupos de pigmentos: as clorofilas verdes, os carotenoides amarelo-
laranja-vermelhos, as antocianinas vermelho-azul-roxas e as betaninas vermelhas
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(RODRIGUEZ-AMAYA, 2016).

Antocianinas sdo um grupo de pigmentos flavonoides responsaveis por grande parte das
cores em flores, frutas, folhas, caules e raizes de plantas. Esses pigmentos apresentam
tonalidades variadas, oscilando entre o vermelho e o azul, dependendo do pH do vegetal no
qual se encontram. Por exemplo, a cor vermelho brilhante é encontrada em frutas acidas. As
antocianinas sdo compostos sollveis em &gua que se apresentam, na maioria das vezes,
glicosiladas com agUcares, os quais auxiliam na estabilizacdo das moléculas (TEIXEIRA,
STRINGHETA e OLIVEIRA, 2008; VALDUGA et al., 2008).

As antocianinas tém apresentado interesse cientifico e industrial ndo s6 pelo seu
potencial como corante alimenticio natural, mas também pelas suas propriedades farmacéuticas.
Esses compostos apresentam cores brilhantes e atrativas, alta solubilidade em agua, e vérias
propriedades funcionais reconhecidas devido seu carater antioxidante, tais como: reducdo de
doenca cardiaca coronaria, reducdo do risco de acidente vascular cerebral, atividade
anticarcinogénica, efeitos anti-inflamatérios que melhoram a acuidade visual e o cognitivo-
comportamental (ESTUPINAN, SCHWARTZ e GARZON, 2011).

Estudos e pesquisas atuais na area de alimentos tem apresentado grande destaque para
a inovacdo e criacdo de produtos mais saudaveis, derivados de elementos naturais e que possam
ser adicionados nos processamentos visando um elevado nivel de satisfacdo, além de contribuir
para a saude e bem-estar do consumidor. E com base nessas necessidades que os vegetais tém
destague como boas fontes de vitaminas e minerais, além de pigmentos que quando em forma
de extratos ou outros, tornam-se subprodutos também de aplicacdo no setor de alimentos. Desse
modo o jamboldo é visto como uma boa opcdo, principalmente por ser um fruto rico em
antioxidantes do tipo antocianinas. Esses compostos sdo especialmente encontrados em sua
casca, na fruta madura com cerca de 731 mg/100 g de peso fresco (SANTOS, 2015).

Sendo assim, o objetivo do trabalho foi realizar a extragcdo de compostos bioativos desse
fruto ndo convencional, conhecido popularmente como jamboldo, e com esse extrato obtido
realizar sua aplicacdo em detemrinado alimento e verificar seu potencial antimicrobiano e

antioxidante.

REFERENCIAL TEORICO
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Jambol&o (Syzygium cumini)

O jamboldo (Syzygium cumini) popularmente €& denominado por diversas
nomenclaturas: jamel&o, jamun, jambu, amora indiana, ameixa roxa, jambo roxo, azeitona
preta, manjeldo, baga de freira, dentre outros. Pertence a familia Myrtaceae, que englobam
diversas espécies de outros frutos tropicais amplamente consumidos no Brasil como a goiaba
(Psidium guajava L.) e a pitanga (Eugenia uniflora L.) (ALGOSTINI, 2008), e apresenta
distintas denominagdes cientificas tais como Myrtus cumini Linn., Eugénia jambolana Lam, e
Syzygium jambolanum (Lam.) (AYYANAR et al., 2013; RAMYA et al., 2012), dentre outras.

Possui origem na india, podendo ser visto também na Africa Oriental, América do Sul
e regiBes quentes dos Estados Unidos da América (RAMYA et al., 2012; AYYANA et al.,
2013). No Brasil é encontrada em diversos estados das regifes Sudeste, Nordeste, Sul e Norte
(MIGLIATO, 2007; BARCIA, 2009). Todavia, praticamente sdo inexistentes produtos
derivados do jamboldo no mercado brasileiro (V1ZZOTO e FETTER, 2009).

Os frutos sdo pequenos e carnosos do tipo baga, com formato elipsoides, apresentando
em média de 3 cm de comprimento e 2 cm de didmetro. Sua casca apresenta coloracdo roxo
escuro intenso quando maduro, polpa carnosa envolvendo uma Unica semente (SA, 2008;
BALIGA et al, 2011; RAMYA et al, 2012; AYYANAR, SUBASH BABU e
IGNACIMUTHU, 2013). Apresenta sabor doce, levemente amargo e adstringente, mas,
agradavel ao paladar (VI1ZZOTTO e FETTER, 2009; FARIA etal., 2011; RAMYA et al., 2012).
Pertencente ao grupo de frutos em que a casca ou a pele é utilizada em conjunto com polpa
(LAGO et al., 2006).

Pesquisas realizadas por Veigas et al. (2007) demonstraram a existéncia de
glucoglucosideos da delfinidina, petunidina e malvidina. O alto teor de antocianinas
apresentados no jambolao sdo similares ao teor detectado nos blueberries, que ha pouco tempo
foi anunciada como a primeira commodity nutracéutica de elevada importancia comercial. Os
resultados explicitados indicam que a alta atividade antioxidante do extrato de jamboléo,
juntamente ao grande potencial corante, com atributos apeteciveis de solubilidade e
estabilidade, seriam capazes incentivar a inclusdo do extrato como aditivo natural para ser
utilizado tanto em alimentos como em formulagbes farmacéuticas (VEIGAS et al., 2007;
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AGOSTINI e SILVA, 2008).

Compostos bioativos

Os mais relevantes compostos bioativos sdo as vitaminas e 0s metabolitos secundarios
(DEMBITSKY etal., 2011). Os metabdlitos secundarios podem ser definidos como compostos
organicos que, ainda que ndo estejam prontamente conectado ao crescimento e
desenvolvimento vegetal, demonstram relevante papel no resguardo das plantas contra
herbivoros, infeccdo por microrganismos patogénicos e tem acdo atrativa (odor, cor e sabor)
para animais polinizadores. Compreendem compostos fendlicos, terpenos e compostos
nitrogenados (AZMIR et al., 2013). Todavia, 0 organismo humano ndo possui a capacidade de
sintetizar os compostos bioativos, desse modo a fonte desses é proveniente da dieta alimentar
com vegetais (ROCHA, 2011).

Pesquisas reafirmam que a existéncia de compostos fendlicos concede as frutas
caracteristicas antioxidantes, antienzimaticas e antimicrobianas, e sua ingestdo tem sido
coligado a diminuicdo do risco de diversas enfermidades (RAO e RAQO, 2007; BASTOS et al.,
2015; PAZ et al., 2015).

Antocianinas e sua estabilidade

Quimicamente, sdo compostos fenolicos pertencentes ao grupo dos flavonoides, sua
molécula trata-se de um cation flavinium muito reativo, com maior estabilidade em condi¢6es
acidas e capazes de se complexarem com ion metalicos. Dessa forma, as antocianinas
conseguem se aderir & macromoléculas, como proteinas e polissacarideos, e atuar como
antioxidante. A coloracao dessas depende, especialmente, da quantidade de hidroxilas (OH) ou
metilas (CH3) ligados ao anel B da molécula (KERAUY, 2012; FENNEMA, DAMODARAN
e PARKIN, 2010; SAAVEDRA, 2008).

Quando falamos de estabilidade das antocianinas estamos nos referindo a sua coloracéo,
que segundo Constant, Stringheta e Sandi (2003) a cor das solucGes de antocianinas depende
de uma série de fatores como concentracdo, tipo de solvente, temperatura, pH, estrutura do
pigmento, presenca de substancias capazes de reagir reversivel ou irreversivelmente com a

antocianina, entre outros. Timberlake (2009) afirma que a baixa estabilidade durante o
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processamento e armazenamento esta relacionada a fatores como pH, temperatura e a luz. Elas
degradam facilmente em temperaturas acima de 40 °C.

Pesquisas ja realizadas apresentam a quantidade de antocianinas totais em alguns frutos.
Por exemplo, o caju 7,6 mg/100 g bs e 0 mamao com teor de antocianinas de 1,87 mg/100 g bs
(base seca) Bobinaité et al. (2012). O perfil de antocianina detectada nas frutas também varia
conforme o tipo de fruta estudada. Nos frutos de camu-camu pode-se detectar existéncia da
antocianina cianidina-3- glicosideo (FRACASSETTI et al. 2013); pelargonidina e cianidina
foram detectadas em morangos (PINTO et al., 2008). J& os frutos de jamboldo demonstram a
presenca de quantidades elevadas das antocianinas delfinidina 3,5 diglicosideo, cianidina 3,5
diglicosideo, petunidina 3,5 diglicosideo, delfinidina 3 glicosideo e malvidina 3,5 diglicosideo
(BRITO et al., 2007; FARIA et al., 2011).

Além das pesquisas realizadas na polpa in natura também é possivel encontrar na
literatura dados a respeito do teor de antocianina em extratos de jambol&o. Extratos etanolicos
analisados por Borges (2011) apresentaram 487,7 mg/100 g de antocianinas. Correia et al.
(2012) ao estudar o extrato metandlico e fazer uma pesquisa mais aprofundada detectou uma
grande quantidade (90,50 mg/100 g) de cianidina.

Pesquisas realizadas por Veigas et al. (2007) em frutos de jamboldo detectaram a
presenca de alto teor de antocianinas (230 e 229 mg/100 g). Esses valores indicam que a
atividade antioxidante do extrato etandlico de jamboldo, combinados a grande habilidade
corante do mesmo e seus atributos singulares de solubilidade e estabilidade, podem ser
utilizados como aditivo natural em alimentos e em formulagdes farmacéuticas.

Além de pesquisas de identificacdo e quantificacdo das antocianinas também é possivel
encontrar pesquisas relacioanadas a estabilidade e métodos de retardo da degradacdo dos
pigmentos antocianinicos; pode-se citar a copigmentagdo como um dos processos que segundo

Rein (2005) além de preservar a coloracdo, pode aumenta-la.

Corantes naturais

Os corantes naturais podem ser categorizados em trés principais grupos: as substancias
heterociclicos com estrutura tetra-pirrélica, que compreendem as clorofilas existentes em
vegetais, 0 heme e as bilinas presentes em animais; as substancias de estrutura isoprenoide,
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correspondente aos carotenoides, existentes particularmente em vegetais; € 0s compostos
heterociclicos incluindo o oxigénio como os flavonoides, que sdo encontrados exclusivamente
em vegetais.(BOBBIO e BOBBIO, 2003). A ANVISA informa na resolucéo de n° 44 , que os
corantes naturais liberados para uso no Brasil sdo por exemplo: acgafrdo, acido carminico,
antocianinas, entre outros (BRASIL, 2001).

As antocianinas sdo evidenciadas por conceder coloracdo vermelha, roxa e azul. Como
atributo de sua solubilidade, por ser de natureza polar, elas sdo sollveis em &gua ou solventes
organicos polares (MACRAE et al., 1993). Dentre as antocianinas mais comuns destacam-se a
pelargonidina, cianidina, delfinidina, malvidina, peonidina e petunidina (BOBBIO e BOBBIO,
2003). Corantes retirados de fontes naturais, além de desempenhar a finalidade, propicia cor
aos alimentos, possuem atividades bioldgicas relevantes e efeitos benéficos para a saude.
Geralmente sdo compostos bioativos e estdo ligados a atividade antioxidante (CACACE e
MAZZA, 2002; VALLS et al., 2009; PAIK et al., 2012; HASLER, 2000; LAJOLO, 2002).

METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada no laboratorio de pesquisas do Programa de Pés-Graduacdo em
Tecnoloia Agroalimentar da Universidade Federal da Paraiba, no Centro de Ciéncias
Humanas, Sociais e Agrérias- PPGTA/UFPB/CCHSA. Os jamboldes (3,400 kg) da cultivar
(Syzygium cumini) foram lavadas com agua por imersdo e, em seguida, sanitizadas com
solucdo de hipoclorito de sodio 20 ppm por 10 min. Posteriormente, foram secas e feita a
separacdo da polpa e do caroco , totalizando um total de 1,129 kg de polpa, que em seguida
foram trituradas em liquidificador industrializado, com agua (150 mL de &gua para 400 g
de jamboldo) (GARCIA, 2017). Para a extracdo das antocianinas, foi utilizada uma razao
de 1:1 da fruta triturada com uma solucdo etandlica (30 — 70%) em pH 2 (regulado com HCI
0,1 mol/L). Em seguida, a mistura foi submetida a agitacdo em agitador magnético por (90
min). ApoOs a extracdo, a mistura foi filtrada e centrifugada a 4000 rpm por 10 min, foi
utilizado primeiramente filtro e uso de funil convencional, para melhor remocédo do
substrato/remogé&o do residuo, em seguida se fez necessario utilizar a centrifuga para melhor
obtencdo do sobrenadante. Apos a centrifugagdo, o extrato foi concentrado a 50% do

volume inicial em rota-evaporador a 40 °C e protegido de iluminag&o. Obtivemos 2 litros e
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62 ml do extrato filtrado do qual foi retirado 1 litro e 31 ml da solucdo etandlica. Depois foi
armazenado no ultrafrezzer a -80°C durante 48h. Passado esse periodo, o extrato foi

submtido a liofilizacao por 72h e depois armazenado novamente no ultrafezzer a -80°C.

Com relagdo ao preparo das amostras para determinacdo de potencial de antocianinas,
seguiu os métodos do DDPH com adaptac6es. Foi pesado 5 g de cada amostra (T1, T2 e T3)
para 2,5 mL de etanol, depois centrifugado em 800 rpm por 15 minutos, em seguida foi retirado
1 mL do sobrenadante para futuras leituras a 520 nm e a 700 nm no espectrofotometro. Foram
feito dois tampdes pH 1, e pH 4,5. Para o tampé&o de pH 1 utilizamos (cloreto de potassio 0,025
mol/L): onde foi pesado 1,86 g de KCIl em um béquer e adicionado cerca de 980 mL de agua
destilada. Depois foi medido o pH e ajustado até 1 com HCI (aproximadamente 6,3 mL). Em
seguida transferido para um baldo de 1 L e completado com agua destilada. Para o tampdo de
pH 4,5 utilizamos (acetato de s6dio 0,4 mol/L): 54,43 g de CH3CO2Na.3H20 em um béquer e
adicionado cerca de 960 mL de agua destilada. Depois medido o pH e ajustado para 4,5 com
HCI (cerca de 20 mL). Depois, transferido para um baldo de 1 L e completado com agua
destilada. Os resultados demostraram uma coloracéo vermelho opaco para a amostra com 10g,
vermelho mais vivo na amostra contendo 15 g e vermelho intenso para a amostra adicinada de
20 g, que podem ser observados na Figura 01. Evidenciando assim a presenca de antocinais.
Em pesquisas feitas sdo relatadas que os principais metabdlitos secundarios encontrados nesses
frutos sdo as antocianinas, compostos responsaveis pela intensa coloracdo vermelha.

Para avaliar seu potencial antimicrobiano e antioxidante, foram pesadas 1 mL de cada
amostra do produto lacteo que recebeu em sua formulacdo a adicdo do extrato com potencial
de antocianinas do qual foi realizado suas caracteristicas microbiologicas. Para a enumeragéo
de coliformes termotolerantes, adotou-se a téecnica do Numero Mais Provavel (BRASIL, 2003).
Para a prova presuntiva, as amostras foram inoculadas em caldo lauril sulfato de sodio, na
quantidade de 1 mL das diluices 10,102 e 10 , em séries de trés tubos analisados apds a
incubacdo em estufa a 36 + 1°C por 48 horas. Os resultados podem ser observados na Tabela
01

Com relagdo a contagens de coagulase-positivo, foi determinado seguindo a metodologia
por SILVA et al. (2001). Os resultados podem ser observados na Tabela 02.
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A analise realizada referente a pesquisa de Salmonella ssp, foi utilizada a metodologia
adaptada pelo Laboratdrio de Microbiologia de Alimentos da UFPB/CCHSA, que utiliza
como referéncia os Meétodos Analiticos oficiais para andlise microbioldgicas para
controle de produtos de origem animal e vegetal, da Instrucdo Normativa n°® 62 de 26
de agosto de 2003 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Os

resultados obtidos foram auséncia de Salmonella ssp para ambas as amostras T1, T2 e T3.

Figura 01: Coloracéo determinada dos extratos com potencial de antocininas presente.

Fonte: Prdpria (2022).

Da esquerda para a direita, a amostra com 10 g (T1) apresentou uma coloracéo
vermelho opaco, na sequéncia a amostra com 15 g (T2) apresentou cor vermelho mais vivo, e

na amostra contendo 20 g (T2) apresentou uma coloracdo de vermelho mais intenso.

Tabela 01: Enumeracédo de coliformes termotolerantes.

-1 -2 -3
T1 1 0 O
T2 1 0 O
T3 1 0 O

Fonte: Prépria (2022).

Tabela 02: Enumeracéo de contagens de coagulase-positivo.

[10]
Tendéncias e estratégias para a agroindustria do futuro



VIRVI\V LVALA

1 -2 -3
T1 0 0 0 |
T2 0 0 0 |
T3 0 0 0

Fonte: Prdpria (2022).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracao realizado por meio de solucdo etandlica quando comparada com
outos métodos extrativos ja realizados, como por exemplo, extracdo por Soxhelet, nos remete
possivelmente uma melhor extracdo, isso porque o método de extracdo por Soxhelet ¢é
considerado muito convencional e devido utlizar altas tempraturas e longa duragdo de tempo
durante a extracdo, que prejudicam o desempenho, gerando perdas das propriedades bioativas,
e devido o seu alto custo (WANG, 2010). E importante salientar que o uso de solventes de
acidez demasiadamente elevada (superior a 1% de acido cloridrico) pode resultar em hidrélise
parcial das antocianinas aciladas e, consequentemente, na estimagéo incorreta do teor de
antocianinas total (Revilla et al, 1989). Assim, 0 método usualmente empregado para obter o
extrato bruto consiste em tratar a matéria-prima com etanol com 1% de HCI (Revilla et al,
1989). Alguns métodos empregam etanol em substituicdo ao metanol pela menor toxidez, esse
procedimento é recomendado especialmente quando a extracdo se faz com fim alimenticio.
Embora Francis (1982) afirme que a extracdo com metanol seja mais eficiente, Silva (1996)
demonstrou ndo haver diferenca quando realizada extracdo com qualquer dos solventes.
Atualmente ndo existe na literatura um método padrdo para a extragdo, entretanto pesquisas
desenvolvidas alertam sobre a extracdo de antocianias quando elevadas a altas temperaturas
acima de 40°C e exposta por muito tempo a luminosidade, pois acabam degradando as suas
propriedades bioativas.

Os pricipais cuidados efeitos durante todo o processo de extracdo das antocicinas foi
justamente diminuir o tempo de processamento, evitando temperaturas acima de 40°C,
trabalhando em ambinete climatizado, os frascos e recipientes utilizados cobertos com papel
laminado, afim de evitar o contato direto da luz com o extrato.

Para 0 método de extracdo com solucéo etanolica, foi-se utilizado o rota-evaporador

com temperatura de 40°C em sala climatizada com janelas fechadas. Ao final do processo ainda

[11]
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se pode observar uma perda de 78 mL, néo significante, pois em determinadas etapas se teve
uma perda maior de 4gua da solugéo etanolica (etanol + agua), obtendo ao final um volume de
953 mL do extrato.

O extrato foi armazenado em congelamento rapido a -80°C. O congelamento esta entre
0s métodos mais populares e eficientes de preservacédo de alimentos (KIANI; SUN, 2011). A
parte de transicdo de fase do processo de congelamento envolve a conversdo de aguaem gelo
por meio do processo de cristalizacdo e € a etapa chave para determinar a eficiéncia do processo
e a qualidade do produto congelado (KIANI; SUN, 2011; QIU et al., 2020).

Segundo Dempsey e Bansal (2012), o congelamento lento produz grandes cristais de
gelo, desenvolvem-se através das paredes das células, permitindo que ocorra a entrada de
oxigénio, ocasionando rancidez aumentando o risco de gotejamento avancado no
descongelamento. A formacéo de cristais de gelo maiores e a distribuicdo desigual no tecido
alimentar podem romper irreversivelmente a estrutura celular, causando alteracbes nas
propriedades sensoriais e perda de nutrientes (ZHU; ZHOU; SUN, 2019). O congelamento
rapido em temperaturas muito baixas garante a qualidade nutricional, bem como o sabor e a
textura dos alimentos, devido a formacao de pequenos e uniformes cristais de gelo. Taxas de
congelamento ultra-altas podem ser obtidas usando nitrogénio liquido (STINCO et al., 2013).

Haiying, Shaozhi e Guanguiming (2007), avaliaram as propriedades relevantes de
congelamento de quatro tipos de vegetais, cogumelo, couve-flor verde, feijao-marinho e vagem
de ervilha e o estudo demonstrou que o congelamento mais rapido produziria cristais de gelo
menores, 0 que traria menos danos as microestruturas. Portanto, o congelamento réapido é
necessario para manter a qualidade dos alimentos, uma vez que produz pequenos cristais de
gelo (DEMPSEY; BANSAL, 2012; HAIYING; SHAOZHI; GUANGUIMING, 2007; ZHU;
Kono et al. (2017), verificaram que o congelamento rapido tem influéncia significativa na
superficie do filé de salmdo, e um nimero de pequenos cristais de gelo com uma pequena area
de proporcéao dentro da camada superficial foi observado em amostras congeladas rapidamente,
ao contrario dos grandes cristais de gelo com uma grande propor¢do entre as amostras
congeladas normais.

Sendo assim, as amostras foram armazenadas em um ultrafreezer de modelo MDF-

U33V-PA, Panasonic, temperatura de -80°C. Se fez necessario armazenar no ultrafreezer do
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qual é capaz de inibir qualquer reacéo enzimatica, e destinado ao acondicionamento de amostras
sensiveis a decomposicao durante o armazenamento, podendo assim permanecer por um longo
periodo de tempo. A seguir, é possivel observar nas Figuras 01, 02, 03 e 04 as etapas de

processamento realizadas para obteng&o do extrado de antocinianas.

Figura 01: A esquerda fruto do jambol&o com polpa e carogo higienizados, e a direita fruto despolpado.

Fonte: Prépria (2022

Figura 02: A esquerda filtracdo convencional, e a direita extrato centrifulgado.

Fonte: Propria (2022).

Figura 03: A esquerda extrato no rota-evaporador, e a direita evaporacao da solucdo etanolica.

[13]
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Fonte: Prdpria (2022).

Figura 04: .Extrato levado para o liofilizador de bancada por e liofilizado por 72h.

Fonte: Prdpria (2022).

Com relagdo ao potencial do teor de antocianinas os resultados demostraram uma
coloragé@o avermelhada nas amostras, onde a amostra T3 apresentou coloracdo vermelha mais
intensa. Evidenciando assim a presenca de antocinais. Em pesquisas feitas foi relatado que os
principais metabdlitos secundarios encontrados nesses frutos sdo as antocianinas, compostos
responsaveis pela intensa coloragdo vermelha. Esses pigmentos conferem diferentes tonalidades
de cor, oscilando entre vermelho, laranja e roxo, de acordo com condicdes intrinsecas, como o
pH, encontradas nos vegetais (Brouillard,1983). Ainda, segundo estudo de BRIDLE et al.
(1997), as antocianinas compdem o maior grupo de pigmentos sollveis em agua do reino
vegetal, e sdo estudadas em todo o0 mundo como agentes da colora¢do natural em alimentos,
sendo elas as responsaveis pelos tons compreendidos desde a coloracdo vermelha até a
coloragédo azul em muitas frutas, legumes e hortalicas (MAZZA & MINIATI, 1993). Estudo

[14]
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feito por BOBBIO e TERCI (2002), apontam também uma caracteristica marcante das
antocianinas, que esta no fato de que em soluc¢des aquosas, apresentam diferentes estruturas em
funcdo do pH. De modo geral, em meio extremamente acido (pH entre 1-2), as antocianinas
apresentam coloragdo intensamente avermelhada devido ao predominio da forma cation
flavilico (AH"). Do qual essa coloragdo avermelhada foi identificada em nosso extrato obtido.
Entretanto, ressaltamos que, 0 método DPPH apesar de ser bastante utilizado para avaliacdo da
capacidade antioxidante, essa avaliacdo antioxidante ndo deve se basear apenas em uma unica
metodologia, sendo necessarios outros métodos para caracterizar completamente um composto
como antioxidante, como o método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), ABTS
(&cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico), ORAC (Oxygen radical absorbance
capacity), FRAP (Ferric-Reducing Ability of Plasma), TRAP (Total Radical - Trapping
Antioxidant Parameter), CUPRAC (Cupric ions Cu2+ reducing antioxidant power) e métodos
de peroxidacdo lipidica (Ciesla et al., 2012; Moon; Shibamoto, 2009).

Com relacdo as caracteristicas microbiologicas, foi verificada a auséncia de Salmonella, de
estafilococos coagulase-positivo e de coliformes termotolerantes em todas as amostras. Pode-
se justificar a auséncia pelo processamento rigoroso de controle de boas praticas de fabricacdo
de alimentos realizado durante a etapa de producdo do produto lacteo, e por as antocianinas
apresentarem propriedades antimicrobianas e antioxidante. Segundo Cushnie e Lamb (2005),
durante séculos preparagcfes contendo flavonoides e os constituintes fisiologicamente ativos
foram usados por médicos e curandeiros na tentativa de travar diversas doengas humanas.
Cushnie & Lamb (2005) relatam em seus estudos que as propriedades antimicrobianas do
prépolis foram atribuidas principalmente aos seus flavonoides galangina e pinocembrin. A erva
chinesa Scutellaria baicalensis constitui um outro exemplo destas propriedades (Cushnie &
Lamb, 2005). Entretanto, por outro lado, o aumento da utilizacdo de agentes antifungicos
tambem resultou no desenvolvimento de resisténcia aos mesmos, tornando-se necessario
descobrir novas classes de produtos, nomeadamente de origem natural. As plantas e frutas sdo
fontes ricas de uma grande variedade de metabolitos ativos tais como, taninos, terpenoides,
alcaloides e flavonoides que tém sido relatados devido as suas propriedades antifngicas
testadas in vitro (Arif et al., 2011; Salas et al., 2011; Serpa et al., 2012). A atividade antifungica
deve-se provavelmente a capacidade destes compostos em formar complexos com proteinas
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sollveis presentes nas paredes das células fungicas (Arif et al., 2011). De modo geral, o efeito
antibacteriano dos flavonoides deve-se também a atribuicéo de grupos fenodlicos hidroxilo que
apresentam afinidade para as proteinas e, por essa razdo, atuam como inibidores de enzimas
bacterianas, assim como interferem nas suas vias de sintese (Alcaraz et al., 2000; Avila, et al.,
2008; Li et al., 2012 Sato et al., 1995). Recentemente, diversos flavonoides demonstraram ser
capazes de inibir a formacéo de biofilmes de Streptococcus mutans, Aeromonas hydrophila e
Escherichia coli O157:H7 (Lee et al., 2011).

A atividade antioxidante é uma das suas propriedades mais estudadas neste grupo de
compostos (Harborne & Williams, 2000). Os flavonoides demonstraram ter acdo inibidora de
diversas espécies oxidantes como anido superoxido (O2 - ), radicais hidroxil e peroxi (Sandhar
et al., 2011). De uma forma geral, a atividade antioxidante esta relacionada com a estrutura do
flavonoide, dependendo assim do numero de substituintes hidroxil que apresenta na sua
constituicdo. Assim, quanto maior o numero de substituintes hidroxilo, mais forte sera a
atividade do composto flavonoide (Havsteen, 2002). Ainda de acordo com Havsteen (2002),
existem numerosas enzimas inibidas pelos flavonoides tais como, hidrolases, isomerases,
oxidoredutases, ADN (acido desoxirribonucleico) sintetases, ANR (acido ribonucleico)

polimerases, fosfatases, oxigenases, entre outras.

CONSIDERACOES FINAIS

Os flavonoides tém sido alvo de muitas pesquisas nos tltimos anos, tendo sido relatada
uma enorme variedade de potenciais efeitos benéficos, sabe-se que depois da clorofila, as
antocianinas sdo 0 mais importante grupo de pimentos de origem vegetal. Avaliar a
potencialidade dos processos de extracao e utilizagcdo em alimentos permanece ainda um campo
aberto a investigacao cientifica. O potencial de impacto da pesquisa nos varios ambitos técnico,
cientifico e inovacao é bastante amplo. Sendo assim, o presente estudo apresentou, por meio da
pesquisa cientifica e desenvolvimento tecnologico, oferecer ao mercado a possibilidade
inovadora de obtencdo de um corante natural, com propriedades bioativas, e que seja possivel
de ser utilizado pelo mercado por ter sido extraido com uma tecnologia que permite 0 aumento

da sua estabilidade e aplicabilidade, mantendo as suas propriedades bioativas.
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