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RESUMO

A alta producdo de frutos de jamboldo (Syzygium cumini) durante a safra e a falta de
informacdes sobre o seu processamento destacam o desenvolvimento de novas tecnologias
para 0 processamento dessa fruta, uma vez que foi comprovado que diferentes partes desse
fruto possuem propriedades funcionais. Assim, o0 objetivo do trabalho consistiu
emcaracterizar e extrair compostos antioxidantes e antimicrobianos da casca do jamboldo em
po, por meio de um planejamento experimental fatorial completo, de modo a se obter um
extrato otimizado (EO), que posteriormente foi incorporado em embalagens bioegradaveis.
Para tal, inicialmente o frutofoi despolpado e separado as fragdes polpa e casca, onde um lote
de casca foi submetido a secagem a 40°C para obtencdo do p6. As trés amostras foram
caracterizadas fisico-quimicamente e quanto ao teor de compostos bioativos. Em seguida
foram produzidos doze extratosa partir do p6,baseado em um planejamento experimental 32,0s
quais foramavaliados quanto a atividade antioxidante (ABTS+, DPPH, FRAP) e
antimicrobiana (Disco-difusdo, MIC) para sete cepas de microrganismos.Os resultados
foramanalisados por metodologia de superficie de resposta,de modo a otimizar a melhor
condicdo de extracdo,sobre a qualfoi analisadoo teor decompostos fendlicos totais (CFT),
flavondides totais (FT) e antocianinas monomeéricas totais (TMA).Na sequénciadiferentes
proporcdes do EO foramincorporadasem filmesde acetato de celulose e amido com quitosanae
estes caracterizados quanto a cor, as propriedades antioxidantes e antimicrobianas in vitro.Foi
visto, que os teores de CFT, FT, TMA e atividade antioxidante total da casca foi cerca de dez
vezes superior aos da polpa. Além disso, foi verificado que todos os extratos produzidos com
a farinha apresentaram alta atividade antioxidante e foram efetivos contra os microrganismos
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes e a melhor resposta foi obtida quando se
empregou etanol 70% e propor¢do amostra: solvente 1:10. No EO, foram encontrados
resultados de 36,50mg GAE/g para CFT, 1,94mg QE/g para FT, 1269 mgCE/100g para TMA
e 40,0mg AAE/100g para Acido Ascorbico. Em relagdo aos filmes, observou-se que em
diferentes concentracfes do EO, houve diferenca significativa de cor dos tratamentos quando
comparado ao controle em ambas as bases. Quanto a atividade antioxidante dos biofilmes, foi
visto que nos métodos DPPH e FRAP, todos os tratamentos variaram entre si, excetono
método ABTS. Essa atividade foi proporcional a concentragdo do EO aplicado, entretanto,
nos filmes de celulose foi verificado um maior aumento em relacdo ao controle,
comparativamente aos de amido. Constatou-se também que apenas os biofilmes de amido
apresentaram efeitos inibitorios, sendo obtido para S.aureusa partir de 20% do EO, e para
L.monocytogenes em uma concentracdo igual ou superior a 40 % de EO, logo esta se mostrou
mais resistente. Com isso, percebem-se a riqueza de compostos exibidos pela casca do
Jameldo em po, os quais quando aplicados em embalagens, tornou matrizes outrora normais
em ativas, especialmente no que diz respeito aos aspectos antioxidantes.

Palavras-Chave: Syzygium cumini. Otimizagdo. Antioxidantes. Antimicrobianos. Filmes

ativos.
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ABSTRACT

The high production of fruit of jamboldo (Syzygium cumini) during the harvest and the lack
of information about its processing emphasize the development of new technologies for the
processing of this fruit, since it has been proven that different parts of this fruit have
functional properties. The objective of this work was to characterize and extract antioxidant
and antimicrobial compounds from the shell of the powdered jamboldo, by means of a
complete factorial experimental design, in order to obtain an optimized extract (EO), which
was later incorporated in bio-degradable packages. For this, initially the fruit was pulped and
separated the pulp and bark fractions, where a batch of bark was submitted to drying at 40 ° C
to obtain the powder. The three samples were characterized physicochemically and as to the
content of bioactive compounds. Twelve extracts were produced from the powder, based on
an experimental design 32, which were evaluated for anti-oxidant activity (ABTS +, DPPH,
FRAP) and antimicrobial (Disk diffusion, MIC) for seven strains of microorganisms. The
results were analyzed by response surface methodology, in order to optimize the best
extraction condition, on which total phenolic compounds (CFT), total flavonoids (FT) and
total monomeric anthocyanins (TMA) were analyzed. Different EO proportions were then
incorporated into cellulose acetate and starch films with chitosan and these were characterized
in terms of color, antioxidant and antimicrobial properties in vitro. It was observed that the
levels of CFT, FT, TMA and total antioxidant activity of the peel were about ten times higher
than those of the pulp. In addition, it was verified that all the extracts produced with the flour
had high antioxidant activity and were effective against the microorganisms Staphylococcus
aureus and Listeria monocytogenes and the best response was obtained when using 70%
ethanol and 1:10 sample: solvent ratio. In the EO, results were obtained from 36.50mg GAE /
g for CFT, 1.94mg QE / g for FT, 1269 mgCE / 100g for TMA and 40.0mg AAE / 100g for
Ascorbic Acid.Regarding the films, it was observed that in different EO concentrations, there
was a significant difference in color of the treatments when compared to the control in both
bases. As for the antioxidant activity of biofilms, it was observed that in the DPPH and FRAP
methods, all treatments varied among them, except in the ABTS method. This activity was
proportional to the concentration of EO applied, however, in the cellulose films a greater
increase was verified in relation to the control, when compared to the starch. It was also
verified that only the biofilms of starch presented inhibitory effects, being obtained for S.
aureus from 20% of the EO, and for L.monocytogenes in a concentration equal to or greater
than 40% of EO, soon this showed itself moreresistant. Thus, the richness of compounds
exhibited by Jameldo peel powder, which when applied in packages, became once normal
matrices in active, especially with respect to the antioxidant aspects.

Keywords: Syzygium cumini.Optimization. Antioxidants. Antimicrobials. Active Films.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem a maior biodiversidade do mundo, que inclui um grande namero de
especies frutiferas (LETERME et al., 2006). Essa elevada producdo de diferentes variedades
de frutiferas nativas ou adaptadas é decorréncia da extensdo do territorio e sua inser¢éo, em
grande parte, nas zonas de clima tropical e temperado (GRANADA et al.,2004). Porém,
muitas espéecies de frutas ainda sdo desconhecidas e, por conseguinte, sdo relativamente
poucas as espécies que se encontram comercialmente disponivel no Brasil (MATTIETTO et
al., 2010).

A alta producéo de frutos de jamboldo (Syzygium cumini) durante a safra e a falta de
informacdes sobre 0 seu processamento destacam a adequacdo de tecnologias convencionais e
o desenvolvimento de novas tecnologias para o processamento dessa fruta, de forma a
promover um aproveitamento mais rentavel, mediante a agregacdo de valor (LAGO et al.,
2006).

Diferentes partes do desse fruto sdo amplamente utilizados na medicina popular em
virtude de suas propriedades funcionais. Pesquisadores identificaram a presenca de elevados
teores antocianinas no seu fruto, demonstrando o seu potencial antioxidante e atividade anti-
diabetes, antiflngicas e antibacterianas. Além disso, apresentam outras substancias com
propriedades funcionais tais como outros compostos fenodlicos, flavonoides, carotendides e
acido elagico (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012; SARI et al., 2012).

Os beneficios a saude atribuidos aos alimentos ricos em compostos fenolicos e outros
antioxidantes (como acido ascérbico e carotendides) tém elevado a procura por novas
espécies botanicas que possuam, além dessa propriedade, uma atividade bioldgica
complementar relevante (CESPEDES et al., 2008).

Sabe-se, que quando industrializada, a fruta gera um enorme volume de residuos que,
qguando nédo se tem um local adequado para o descarte, pode provocar danos ao meio ambiente
(COELHO, 2012). Com issoas industrias das areas farmacéutica, cosmetica e de alimentos
tém grande interesse na obtengdo de extratos e Oleos a partir desses residuos elaborando
aromatizantes, antioxidantes, corantes, além decosméticos e perfumes (MEZZOMO et al.,
2009).

A tecnologia de embalagens de alimentos estd em constante evolucdo, em resposta a
desafios crescentes de uma sociedade moderna mais atual. Futuros desafios para embalagens

de bens de consumo incluem mudancas rapidas na legislagdo, mercados globais, vida util mais
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longa, conveniéncia, alimentos mais seguros e saudaveis, autenticidade, desperdicio de
alimentos e preocupac6es ambiental (KERRY, 2014).

Tendo em vista 0 impacto ambiental gerado pelos polimeros convencionais, e como
forma de minimizacdo deste, os polimeros naturais como materiais de embalagens de
alimentos, vem sendo estudados, pois tém como vantagens a biodegradabilidade,a obtencdo a
partir de recursos renovaveis e de serem potencialmente comestiveis (QUINTERO et al.,
2012).

Dentre os materiais biodegradaveis que podem ser utilizados em substituicdo aos
plasticos, na embalagem de alimentos, estdo os de origem biolégica como os polissacarideos,
proteinas, lipidios ou suas combinagdes. Dos polissacarideos estudados, o amido é um dos
qgue vem sendo explorados para a producdo de materiais termoplasticos biodegradaveis,
devido ao seu baixo custo, disponibilidade e producdo a partir de fontes renovaveis
(PELISSARI, 2009).

Outras opcdes sdo a quitosana, polissacarideo derivado da quitina, e 0 acetato de
celulose, obtido a partir da acetilacdo da celulose, os quais tém sido considerados excelentes
materiais para a concepcdo de revestimentos de alimentos bem como estruturas de
embalagens (UGALDE, 2014).

Dentre os diferentes tipos de embalagens, a embalagem ativa pode ser definida como
aquela que além de funcionar como uma barreira a influéncias externas interage com o
produto e, em alguns casos pode responderas mudancas do ambiente. Para que um sistema
seja considerado de embalagem ativa deve acumular fungdes adicionais, entre as quais podem
ser destacadas: (a) absorcdo de compostos que favorecem a deterioracdo, (b) liberagdo de
compostos que aumentam a vida Util, e (¢) monitoramento da vida Gtil (AZEREDO, 2012).

Assim a incorporacdo de compostos bioativos presentes nos residuos gerados pela
industrializacdo de vegetais em filmes biodegradaveis promoveria um novo meio para a
melhoria da seguranca e da vida atil de alimentos prontos para o consumo, propiciando dessa

forma uma importante area para novos estudos (BODINI et al., 2013; CHEN et al., 2010).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Caracterizar e extrair compostos antioxidantes e antimicrobianos da casca do jambolao
em pd por meio de um planejamento experimental, de modo a otimizar as condi¢des de
extracdo e a aplicar o extrato otimizado no desenvolvimento de embalagens
biodegradaveis ativas.

2.2 Objetivos especificos

v

Obter a polpa e casca do jambol&o in natura por despolpamento e a casca em po
através da secagem da mesma a 40°C.

Caracterizar fisico quimicamente a polpa e casca do Jameldo in natura e a farinha
por meio das andlises de umidade, cinzas, lipideos, pH, acidez e solidos solaveis.
Determinar os compostos bioativos, por meios dos teores de clorofila, carotenoides
totais, vitamina C e 3-Caroteno presentes nas amostras in natura e seca e 0s teores
de compostos fenolicos totais, flavonoides totais, antocianinas totais e atividade
antioxidante nas amostras in natura.

Otimizar as condicbes de extracdo dos compostos antioxidantes e antimicrobianos
da casca do jamboldo em p6, por meio de um planejamento experimental tendo
como variaveis independentes propor¢do amostra/solvente e concentracdo do
etanol, através da técnica assistida por ultrassom.

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos por trés métodos distintos DPPH,
ABTS+ e FRAP.

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos pelo método disco-difusdo e a
concentragdo minima inibitoria pelo método de microdiluicdo em caldo.

Avaliar os resultados por metodologia de superficie de resposta e escolher o
melhor extrato para incorporacao.

Quantificar o teor de compostos fendlicos totais, flavonoides totais, antocianinas e
acido ascorbico que sera incorporado nos filmes ativos.

Desenvolver filmes ativos utilizando duas bases poliméricas, acetato de celulose e
amido com quitosana com variagdo da quantidade do extrato.

Avaliar a cor e a atividade antimicrobiana e antioxidante in vitro das embalagens

produzidas.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Residuos agroindustriais

No Brasil, residuos de frutas e hortalicas sdo desperdicados geralmente em todos 0s
pontos de comercializacdo até o consumo final, aproximadamente 64% do que se planta no
Brasil é perdido ao longo da cadeia produtiva, sendo: 20% na colheita, 8% no transporte e
armazenamento, 15% na inddstria de processamento, 1% no varejo e 20% no processamento
culinario e habitos alimentares (BERGAMASCHI, 2010).

Apds o processamento, as frutas geram subprodutos, os quais muitas vezes, nao
possuem um destino especifico, destinando-se a racdo animal outornando-se contaminantes
ambientais e, consequentemente, gerando custos operacionais as empresas, pois necessitam de
tratamento para o descarte (INFANTE et al., 2013). Sendo assim, esses residuos poderiam ser
utilizados como fontes alternativas de micronutrientes, melhorando processos fisiologicos do
corpo, ja que sdo ricos em compostos bioativos, além de diminuir o desperdicio, reduzir o
impacto ambiental e agregar valor aos subprodutos (ALBUQUERQUE, 2009;
BERGAMASCHI, 2010).

Desta maneira, a indastria alimenticia, que até entdo ndo demonstrava maior
preocupacdo com o reaproveitamento de residuos, vem se mostrando aberta ao dialogo para
empregar 0s resultados das novas pesquisas nas etapas produtivas, uma vez que estdo
verificando a real possibilidade de agregar valor ao seu negécio (ALENCAR, 2009).

Partindo desse contexto, estudos vém sendo feitos para determinar a melhor forma de
reciclar, tratar, reaproveitar e reutilizar os residuos vegetais. Quando ndo é possivel ou
recomendavel o aproveitamento de residuos “in natura”, técnicas de tratamento devem ser
aplicadas com o intuito de proporcionar transformacBes quimicas e fisicas proveitosas
(MATQOS, 2005). Porém, para o aproveitamento desses residuos como fonte de nutrientes para
a alimentagdo animal e/ou humana ou como matéria-prima para a extracdo de aditivos
antioxidantes, é necessario o conhecimento de sua composicgdo (LU e YEAP, 2000).

Dentre as varias alternativas ja existentes para evitar o descarte inapropriado e
desperdicio das partes usualmente ndo consumiveis destaca-se 0 aproveitamento para a
producdo de farinhas (AZIZ et al., 2012; PELISSARI et al.,2012) que podem ser aplicadas
em sobremesas instantaneas, panificados tais como bolos, pées e cookies (AJILA et al., 2010;
COELHO; WOSIACKI, 2010; LOPEZ et al., 2011).

Segundo Ayala-Zavala et al. (2011), as propriedades antioxidantes dos compostos
bioativos, sdo capazes de inibir a oxidacdo de moléculas, evitando o inicio ou propagacgdo das

reacOes de oxidacdo em cadeia e consequentemente, o consumo de alimentos que 0s
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contenham esté diretamente relacionado a efeitos benéficos a salde, tais como reducdo do
risco de cancer, Alzheimer, catarata e Parkinson.

N&o obstante a isso, 0 aumento da demanda por alimentos livres de aditivos artificiais,
faz com que esses residuos agroindustriais, ricos em antioxidantes naturais,sejam empregados
em substituicdo aos antioxidantes sintéticos, colaborando para fins de seguranca alimentar e
agregando valor aos subprodutos. Garantindo dessa forma o retardo da oxidacao lipidica e a
inibicdo e crescimento de diversos microrganismos deteriorantes e patogénicos (BERNARDI
etal., 2008; INFANTE et al., 2013).

3.2 Jamboléo
Dentre inimeras frutas, o jamboldo é obtido de uma arvore pertencente a familia
Myrtaceae, botanicamente classificada como Eugenia jambolana, e, posteriormente,
reclassificada, como Syzygium cumini (Figura 1) (LAGO et al., 2006).

Figura 1- Fotografia do jambol&o

Fonte:Baliga et al. (2011)

As mirtaceas, em grande numero intertropicais, compreendem mais de 4620 especies,
agrupadas em 129 géneros e em 5 tribos, que se dividem em duas se¢des: a primeira contém
as Myrteas, as Lepiospermeas e as Chamelauceas, e a segunda pertence as Lecythideas e as
Puniceas. As pertencentes a primeira secao possuem as espécimes contendo bolsas secretoras,
ao contrario das pertencentes a segunda secdo (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

O género Syzygium (sinbnimo: Eugenia) possui 14 espécies, incluindo Eugenia
uniflora L., Eugenia punissifolia, Syzygium jambos (L.) Alst e Syzygium jambolanum DC.,
todas possuindo comprovado efeito fisiolégico em varias espécies, incluindo o homem
(ALBERTON et al., 2001). No Brasil, tanto o S. jambos (L.) Alston., como S.

jambolanumDC. s&o popularmente conhecidos como jamboldo (PEPATO et al., 2001).
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S&o inimeros os efeitos reconhecidos dessas plantas, as folhas de S. jambos possuem
acdo hipotensiva, enquanto as folhas e brotos de flores da espécie jambolanum séo
considerados diuréticos. Ainda em relacdo a S. jambolanum, as cascas tém mostrado efeito
antidiarréico bem como uma acao inibitoria contra a atividade da protease HIV-1, enquanto as
sementes tém mostrado efeito anticonvulsivante (PEPATO et al.,2001). E suas arvores sdo
famosas por suas frutas e seus nomes coloquiais conhecidos popularmente, como jamel&o,
cereja, jaldo, kambol, jambu, jambul, azeitona-do-nordeste, ameixa-roxa, azeitona, murta,
baga-de-freira, guapé, jambui, azeitona-da-terra dentre outros nomes (PEREIRA et al., 2015).

A espécie Syzygium cumini (L), uma grande &rvore nativa dos tropicos mais
precisamente do subcontinente indiano, bem como da Tailandia, Filipinas e Madagascar. No
entanto, atualmente estas arvores também séo encontradas em todo o subcontinente asiatico, e
em muitos paises tropicais como a Africa Oriental, América do Sul, e na América Latina. No
Brasil, estd difundida por todo litoral onde é encontrada em diversos estados das regiGes
Sudeste, Nordeste e Norte. Além disso, também é encontrada em algumas regides subtropicais
dos Estados Unidos da América, Argélia e Israel (LI et al., 2009; SILVA S.B.N. et al., 2012;
SWAM I et al., 2012).

Sua arvore de grande porte pode alcangar varios metros de altura (Figura 2) com
folhagem abundante, ramos de coloragéo acinzentada-claro, com fissuras escuras e cicatrizes
foliares bastante aparentes (MIGLIATO et al., 2007).

Figura 2- Arvore Syzygium cumini (L.) (jambol&o)

i Fonte: Mgliato et al. (200)
Os frutos (Figura 3), que sdo carnosos do tipo baga, se assemelham bastante as

azeitonas. Sao elipticos, apresentando cerca de 3 a 4 cm de comprimento e 2 cm de diametro.

Sua coloragéo, inicialmente branca, torna-se vermelha e posteriormente roxa escura intensa
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quase preta, quando maduros. Além disso, possui uma Unica semente, envolvido por uma
polpa carnosa e comestivel, mucilaginosa, com sabor &cido e doce, porém adstringente, mas
sendo geralmente agradaveis ao paladar. Sua frutificacdo ocorre de janeiro a maio
(MIGLIATO et al., 2007; VIZZOTO e FETTER, 2009)

Figura 3- Frutos do jambol&o
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-FonteL :Vizzoto e Fetter(2009)

No Brasil, o fruto é geralmente consumido in natura, porém esta fruta pode ser
processada na forma de compotas, licores, vinhos, vinagre, geleias, tortas, doces, entre outras
(AYYANAR e SUBASH-BABU, 2012). Em relacdo a composicdo quimica, este fruto
apresenta aproximadamente 88% de agua, 0,34% de cinzas, 0,30% de lipideos, 0,67%
proteinas, 5,91% de acidez (&cido citrico), 10,7% de carboidratos totais, 1% de aclcares
redutores, 0,28% de fibra alimentar, 9,0°Brix e pH de 3,9. O principal mineral encontrado
nesta fruta € o fésforo e a vitamina em maior abundancia é a vitamina C (VIZZOTO e
FETTER, 2009).

O fruto do jamboldo (Syzygium cumini L.) tem sido utilizado na medicina popular por
apresentar propriedades funcionais e diversos estudos tém revelado que os compostos bioativos
presentes nas folhas, casca e polpa possuem uma potente agdo antioxidante, que podem promover
prevencgéo contra algumas enfermidades (ANGELO e JORGE, 2007; FARIA et al., 2011). Dentre
os compostos fitoquimicos encontrados nas diferentes partes da planta encontram-se 0s
flavonoides como as antocianinas, quercetina, rutina, mirecetina com seus glicosideos
(aclcares) e os taninos hidrolisaveis. Ainda ha a presenca do polifenol, acido elagico, que
deve ser considerada por ser uma substancia comprovadamente eficaz na prevencdo de
doencas crénicas ndo transmissiveis (VIZZOTO e FETTER, 2009). Na Tabela 1 sdo

apresentados 0s compostos bioativos encontrados nas diferentes partes da planta.
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Tabela 1-Compostos bioativos identificados em diferentes partes do jamelao.

Parte da planta Classe de Compostos identificados Referéncia
Metabdlitos
Folha Flavondides catequina, kaempferol, Mahmoud et al.,
miricetina, miricetina 3 -p- 2001
D- glucopirandsido,
miricetina -4- metil éter, 3-
O- a-ramnopiranosideo,
miricetina 4 " - O- etilo,
miricetina 4 " - O-acetil-2-
O-galato, miricetina,
quercetina - 3- O- a- ramno-
piran6sido
Acidos Acido caféico, 4cido Mahmoud et al.,
fenolicos clorogénico, acido elagico,  2001; Timbola et al.,
acido ferulico, acido galico  2002; Ruan et al.,
2008.
Taninos Nilocetina Mahmoud et al.,
2001
Terpenos a-pineno, a-cadinol, Shafi et al., 2002;
pinocarvone, pinocarveol, Mohamed et al.,
a-terpineol, mirtenol, 2013
eucarbon, muurolol,
myrtenal, cineol,
geranilacetona
Sementes Flavonoides quercetina, rutina, 3,5,7,4-tri  Bhatia and Bajaj,
flavanone 1975; Karthic et al.,
2008.
Acidos acido caféico, acido elagico, Bhatia and Bajaj,
fendlicos acido ferdlico, acido galico 1975
Taninos corilagina, 3,6-HHDP Bhatia and Bajaj,
glicose, glicose 4,6-HHDP,  1975.
glucose 1-galloyl, 3-galloyl
glicose
Terpenos a-terpineol, B-pineno, B- Williamson et al.,
terpineno, acido betulinico,  2002; Karthic et al.,
o0 eugenol 2008
Frutas Flavonoides miricetina, deoxyhexose Gordon et al., 2011
miricetina
Acidos Acido elagico, 4cido galico  Reynertson et al.,
fendlicos 2008; Gordon et al.,
2011
Taninos HHDP-galloyl glicose, Gordon et al., 2011
pentagalloylglucose
Terpenos citronelol, geraniol, Vernin et al., 1991

Antocianinas

hotrienol, nerol, B-
feniletanol, fenilpropanal
Cianidina, delfinidina,
petunidina

Veigas et al., 2007
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Flores Flavonoides kaempferol, miricetina, Subramanian e Nair,
dihidromiricetina, 1972
miricetina-3-L-arabinosido,

Isoquercetina, quercetina,
quercetina-3-d-galactosido

Acidos Acido elagico Baliga et al., 2011

fendlicos

Terpenos eugenol, &cido oleandlico Ramya et al., 2012

Casca do caule Flavonoides miricetina, quercetina, Baliga et al., 2011

kaempferol

Acidos acido 3,3'-di-O-metil Bhatia e Bajaj, 1975;

fendlicos elagico, 3,3, acido elagico  Ramya et al., 2012
4-tri-O-metilo, &cido gélico

Terpenos B-siterol, friedelina, acido Ramya et al., 2012
betulinico

Fonte: Chagas et al (2015, p. 259).

Além desses compostos, este fruto também conta com propriedades farmacoldgicas
como hepaprotetora (SHARMA et al., 2013), gastroprotetora, anti-neopléasica, antiflamatoria,
antiviral (BALIGA et al., 2011), antibacteriana (MOHAMED et al., 2013), antifungica
(SHAFI et al., 2012) e antiparasitaria (RIBEIRO et al., 2014).

3.3 Antioxidantes

Os antioxidantes sdo compostos que atuam inibindo e/ou diminuindo os efeitos
desencadeados pelos radicais livres e compostos oxidantes. Sao importantes no combate aos
processos oxidativos, com menores danos ao DNA e as macromoléculas, amenizando assim
o0s danos cumulativos que podem desencadear doencas como o céncer, cardiopatias e cataratas
(SANTOS et al., 2008).

Os radicais livres sdo produzidos em células normais e patoldgicas no metabolismo,
considerando que a oxidacdo é indispensavel para o organismo na producdo de energia para
alimentar os processos biologicos. As moléculas orgéanicas, inorganicas e 0s atomos que
conttm um ou mais elétrons ndo pareados, com existéncia independente, podem ser
classificados como radicais livres (SOARES et al., 2008)

A oxidacdo lipidica € uma reacdo quimica que ocorre em alimentos e ocasiona o
desenvolvimento de sabor e aroma de rango. A rancidez oxidativa por sua vez pode conduzir
a formagéo de off-flavors, bem como de compostos nocivos. Ambos sdo considerados uma
das principais causas de deterioracdo da qualidade dos alimentos e da rejeicdo de
produtos.Todavia além da perda de qualidade do produto ocorre também mudanca de cor e de

textura com consequente diminuicao da aceitacdo do consumidor e perdas nutricionais devido
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a degradacdo dos &cidos graxos essenciais e vitaminas. Sendo assim, para evitar a degradagao
do alimento devido a oxidagdo, o emprego de antioxidantes tornou-se uma necessidade para
produtos alimentares que sdo sensiveis a este tipo de transformacéo quimica (DECKER et al.,
2010; EMBUSCADO, 2015).

Os antioxidantes podem impedir a peroxidacdo lipidica utilizando os seguintes
mecanismos: prevenindo a inibicdo da cadeia por eliminacdo de radicais que a iniciam,
quebrando reacdo em cadeia, decompondo peroxidos, diminuindo as concentracGes de
oxigénio localizadas e catalisadores da cadeia de iniciacdo, como ions metalicos (DORMAN
et al.,2003).

H& um grande nimero de compostos que tém sido propostos com atividade
antioxidante, mas apenas algumas podem ser usadas em produtos alimentares. O uso de
antioxidantes em alimentos é controlado por leis de regulamentacdo de um pais ou normas
internacionais (KARRE et al., 2013).

Compostos quimicos que possuem atividade antioxidante geralmente sdo aromaticos e
contém pelo menos uma hidroxila podendo ser sintéticos ou naturais. Antioxidantes sintéticos
como o butilhidroxianisol (BHA), o butilhidroxitolueno (BHT), terc-butil-hidroguinona
(TBHQ) e propilgalato (PG), sdo largamente utilizados pela inddstria de alimentos
(OLIVEIRA et al.,2007). Entretanto, estudos toxicolégicos tém demonstrado a possibilidade
desses compostosapresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais
(RAMALHO e JORGE, 2006).

Dessa forma, a busca de novos antioxidantes de origem natural presentes nos
alimentos e outros materiais bioldgicos tém atraido grande interesse devido a sua suposta
seguranga, potencial nutricional e valor terapéutico (AJILA, 2007).

Os antioxidantes naturais sdo denominados de substancias bioativas, as quais incluem
os organosulfurados, os fenolicos (tocoferois, flavonoides e acidos fenolicos), os terpenos,
carotenoides e o acido ascérbico que fazem parte da constituicdo de diversos alimentos
(OLIVEIRA et al.,2007).

As plantas s@o persistentemente a fonte generosa para fornecer ao homem essas
valiosas substancias bioativas (TAYEL e EL-TRAS, 2012) e, portanto, diferentes produtos
vegetais sdo avaliados como antioxidantes naturais para preservar e melhorar a qualidade
geral de alimentos. Estes antioxidantes naturais, sob a forma de extratos, sdo obtidos a partir
de diferentes fontes, tais como frutas (uvas, romd, tangerina), legumes (brdcolis, batata,
abobora, urtiga), ervas e especiarias (cha, alecrim, orégano, canela, sélvia, tomilho, menta,

gengibre, cravo da india), mas especial atencdo tem sido dada as frutas, pois sdo fontes ricas
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de vitamina C, cardtenoides e compostos fenolicos (DAS et al., 2012; DEVATKAL et al.,
2010; HUANG et al, 2011).

3.3.1 VitaminaC

O 4cido ascérbico é considerado um dos mais potentes e o menos toxico dos
antioxidantes naturais. E um sequestrador muito eficaz de radicais, tais como: o &nion
superdxido, o radical hidroxila, o perdxido de hidrogénio e o oxigénio singlete. Em solucdes
aquosas, também combate eficientemente espécies reativas de nitrogénio, impedindo a
nitrosacdo de moléculas. Entretanto, em algumas situa¢des, acido ascorbico também pode
atuar como pro-oxidante. Na presenca de metais com mais de um estado de valéncia, como o
Fe2+ e o Cu+, os radicais ascorbato e hidroxila podem ser gerados, iniciando o processo de
peroxidacdo lipidica. Entre as principais fontes de vitamina C, estdo os frutos citricos, acerola,
goiaba e kiwi, além de algumas hortalicas, como brdcolis, couve de Bruxelas, tomate e
pimentdo (SUCUPIRA et al., 2012).

3.3.2 Carotendides

Os carotenoides sdo pigmentos naturais lipossolUveis, amarelos, laranjas e vermelhos,
presentes em muitas frutas e hortalicas e possuem papel muito importante na fisiologia dos
vegetais, conferindo-lhes cor e participando da fotossintese, conjuntamente com a clorofila. E
apesar de existirem diversos tipos de carotenoides, apenas seis sdo detectados no sangue
humano, e este grupo inclui a- e B-caroteno, licopeno, B-criptoxantina, luteina e zeaxantina,
que estdo regularmente presentes nos alimentos (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2012).

Alguns carotenoides sdo precursores fisioldgicos da vitamina A (retinol),
principalmente - caroteno, a-caroteno, e B-criptoxantina, ¢ possuem um ou dois anéis -
ionona. A cadeia polieno, que € um longo sistema de ligacdo dupla conjugada da molécula de
carotenoides, influencia suas propriedades quimicas, fisicas e bioquimicas (Figura 4). O
sistema tambeém confere a estes pigmentos alta reatividade quimica e é responsavel pela
atividade antioxidante dos carotenoides, tanto na absor¢do do oxigénio singleto, que constitui
uma forma altamente reativa do oxigénio molecular, quanto de radicais livres, para
interromper as reacdes em cadeia onde eles estdo envolvidos. (FERNANDEZ-GARCIA et al.,
2012; GULCIN, 2012). Além disso, os carotenoides possuem carater lipofilico, atuando como
antioxidante sobre as lipoproteinas LDL e HDL (SUCUPIRA et al., 2012).
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Figura 4- Estrutura dos carotendides
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Fonte: Sucupira et al. (2012)
3.3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que possuem pelo menos um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos incluindo seus grupos funcionais
(MALACRIDA e MOTTA, 2005).

Trata-se de uma das maiores classes de metabodlitos secundarios de plantas e estdo
amplamente distribuidos no reino vegetal e nos micro-organismos, fazendo também parte do
metabolismo animal. No entanto, os animais, em principio, sdo incapazes de sintetizar o anel
aromatico, logo os compostos fenolicos produzidos em pequena quantidade pelos mesmos,
utilizam o anel benzénico de substancias presentes na dieta alimentar. Por outro lado, 0s
vegetais e a maioria dos micro-organismos tém a capacidade de sintetizar esseanel benzénico,
e, a partir dele, principalmente, compostos fendlicos (CARVALHO et al., 2001; SOARES,
2002).

Estes compostos metabdlitos secundarios de plantas sdo um grupo muito diversificado
de fitoquimicos derivados de fenilalanina e tirosina e geralmente sdo envolvidos na defesa
contra a radiacdo ultravioleta, agressdo por patdgenos e contribuem na pigmentacdo
(MANACH et al., 2004). Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (NACZK e SHAHIDI, 2004).

Dessa forma, dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, esses compostos tém recebido muita atencé@o nos ultimos anos, sobretudo por inibirem
a peroxidacdo lipidica e a lipoxigenase in vitro. Porém a eficicia da acdo antioxidante
depende da estrutura quimica e da concentracdo destes fitoquimicos no alimento. Também
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depende do nimero e disposicdo dos grupos hidroxilas nas moléculas de interesse (MELO et
al., 2009; SANTILLO, 2011).

Os milhares de compostos fenolicos que tém sido descritos em plantas e alimentos
podem ser agrupados em diferentes classes, de acordo com a sua estrutura quimica basica (tais
como o tipo e o numero de anéis fendis), e em diferentes subclasses, de acordo com
substituicdes especificas na estrutura basica, a associagdo com carboidratos e formas de
polimerizacdo (MANACH et al., 2004). Ainda vale ressaltar que na maioria das vezes, 0S
polifendis possuem elevada polaridade e sdo muito reativos e suscetiveis a acdo de enzimas
(SOARES, 2002; NACZK e SHAHIDI, 2004; ANGELO e JORGE, 2007).

As combinagfes fendlicas categorizadas em varias classes, as quais englobam uma
gama enorme de substancias, podem ser visualizadas na Tabela 2.

Tabela 2- Classe de compostos fendlicos em plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples. benzoqgquinonas L

Acidos hidroxibenzdicos o
AMAcetofenol. acidos fenilacéticos o O,
Acidos hidroxicindgmicos. fenilpropandides O —C
MNafitoguinonas c_—C,
MNMantonas L e
Estilbenos. antoguinonas O —C_—C
Flavondides. isoflavondides O —C_—C
Tignanas. neoclignanas (C T,
Biflavondides (i —C —C'ﬁ)zl
Tigninas (T —C ),
Taninos condensados (C —C_ —C

Fonte: Angelo; Jorge (2007, p.3).

Dentre os fendlicos existentes, destacam-se os flavonoides, acidos fenolicos, taninos e
tocoferdis como os mais comuns antioxidantes fenolicos de fonte natural (ANGELO e
JORGE, 2007).

3.3.3.1 Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre 0s
produtos de origem vegetal e a sua distribuicdo depende de diversos fatores, como o
filo/ordem/familia do vegetal, bem como da variacdo das espécies. Geralmente, flavondides
encontrados nas folhas podem ser diferentes daqueles presentes nas flores, nos galhos, raizes e
frutos. O mesmo composto ainda pode apresentar diferentes concentragdes, dependendo do
orgdo vegetal em que se encontra (MACHADO et al, 2008).

Na maioria dos casos, esses compostos conferem cor e sabor aos vegetais, 0 que
justifica a sua denominacgéo derivada de flavor (MARTINEZ-FLORES et al., 2002).
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Os compostos determinados de flavondides sdo o0s que apresentam a estrutura quimica
descrita como C6-C3-C6 (Figura 5). Sua grande diversidade é decorrente das modificacBes
estruturais que sofrem em funcdo da hidroxilagdo, metilacdo e glicosilacdo, entre outras,
sendo assim alguns grupos podem estar livres (agliconas), metilados ou ligados a acgucares
(glicosideos). Os aglucares mais comumente ligados aos flavonoides sdo glicose, ramnose,
galactose, xilose e arabinose (KOES et al., 1994).

Figura 5 - Estrutura quimica dos flavondides

D

Fonte: Angelo;Jorge, 2007.
A estrutura quimica dos flavondides consiste em dois anéis aromaticos, denominados

anel A e B, unidos por trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C
(Figura 5). O anel aromatico A é derivado do ciclo acetato/ malonato, enquanto o anel B ¢é
derivado da fenilalanina. Variacbes em substituicdo do anel C padrdo resultam em
importantes e diferentes classes de flavondides. Ja as substituicdes dos anéis A e B originam
diferentes compostos dentro de cada classe de flavonoides (ANGELO e JORGE, 2007).

Em virtude disso, as atividades bioquimicas de flavonodides e seus metabolitos
dependem de sua estrutura quimica e da orientacdo relativa das varias por¢fes das moléculas
(HAN et al., 2009).

Em geral, a capacidade dos flavonoides serem antioxidantes eficazes depende de trés
fatores: (i) o potencial quelante de metais que é fortemente dependente do arranjo de
hidroxilas e do grupo carbonila em torno da molécula, (ii) a presenca de substituintes de
hidrogénio / doadores de elétrons capazes de reduzir radicais livres, e (iii) a capacidade dos
flavondides para mudar a localizagdo do elétron ndo emparelhado, conduzindo a formacao de
um radical fenoxil estavel. O mecanismo preventivo ou mecanismo de quebra de cadeia,
ambos sdo postulados como sendo responsavel pela atividade elevada de flavonoides
(MUSIALIK et al., 2009).

Os flavondides podem ser divididos em seis classes (Figura 6): antocianinas (cianidina
e delfinidina), flavanas (catequina, epicatequina, luteoforol, procianidina e theaflavina),
flavanonas (hesperidina e naringenina), flavonas (apigenina, luteolina, diomestina, tangeritina,
nobiletina e tricetina), flavonois (quercetina, rutina e miricetina) e isoflavondides (daidzeina e
genisteina) (LOPES et al., 2000).
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Figura 6- Estrutura das principais classes de flavondides
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Fonte: Cerqueira et al. (2007).

3.3.3.1.1 Antocianinas

As antocianinas fazem parte de uma das classes de compostos fendlicos, nomeada de
flavondides, pigmentos naturais, que sdo responsaveis por uma variedade de cores atrativas
das frutas, flores e folhas, que variam do vermelho ao azul. Sdo componentes de muitas frutas
vermelhas e hortalicas escuras, com grande concentracdo nas cascas de uvas escuras (VOLP
et al., 2008).

Esse pigmento encontra-se disperso nos vactolos celulares das células vegetais
(DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004). Como importantes fontes de antocianinas na
dieta podem ser citadas as frutas como acai, ameixa, amora, cereja, figo, framboesa, uva,
maca, morango, acerola, jabuticaba, jamboldo e os vegetais como a batata roxa, berinjela,
repolho roxo e outros (EIBOND et al., 2004).

Sdo glicosideos (Figura 7) apresentando em sua estrutura quimica um residuo de
acucar na posicdo 3, facilmente hidrolisado por aquecimento com HCI 2N. Na hidrolizagéo
obtém-se um componente glicidico e a aglicona, denominada antocianidina. As antocianinas
tém o cation 2-fenilbenzopirilium como estrutura basica, também denominado flavilium e,
nos alimentos sdo derivadas das agliconas pertencentes a trés pigmentos basicos:
pelargonidina (vermelha), cianidina (vermelho) e delfinidina (violeta). Todavia, além dos
pigmentos basicos, pode-se citar a peonidina, petunidina e malvidina como exemplos de

compostos quimicos pertencentes as antocianinas (WU e PRIOR, 2005).
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A capacidade antioxidante das antocianinas esta relacionada a sua estrutura quimica
(Figura 7) e da posi¢do das hidroxilas e sua conjugacdo, bem como da presenca de elétrons
doadores no anel aromatico da estrutura, devido a capacidade desse anel suportar o
desaparecimento de elétrons. A presenca de grupos hidroxilas na posicdo 3 e 4 do anel B
conferem tal propriedade. A presenca de aglcares na molécula de antocianina reduz sua
capacidade antioxidante (KUSKOSKI, 2004; PRIOR, 2003).

Figura 7- Estrutura geral da antocianina.
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Fonte: Lopes et al. (2007)

Dentre as propriedades das antocianinas pode-se citar: atividade antioxidante,
anticancerigena, inibicdo da agregacdo plaquetaria, propriedades vasoprotetoras, prevencao e

tratamento de diabetes ndo insulino dependente, entre outros (MACIEL, 2012).

3.3.4 Atividade Antioxidante

Um grande numero de métodos tem sido desenvolvido com a finalidade de avaliar a
atividade antioxidante total (AA) de alimentos. Até agora, no entanto, ndo existe nenhum
método padronizado oficial, devido a complexidade da composi¢do de cada tipo de alimento e
tendo em vista que antioxidantes ndo atuam separadamente, e, por conseguinte, a
determinacdo da atividade antioxidante individualmente parece ser menos efetiva do que a
avaliagdo do estado antioxidante total, duas ou mais técnicas sdo necessarias para determinar
a atividade, uma vez que nenhum metodo tratado isoladamente pode refletir exatamente a
capacidade antioxidante total de uma amostra (HUANG et al., 2005).

Os métodos para medir a capacidade antioxidante sdo basicamente classificados em
dois grupos, dependendo do mecanismo de reacdo: métodos baseados na transferéncia de
atomos de hidrogénio (HAT) e métodos baseados na transferéncia de elétrons (ET) (HUANG
et al., 2005).

A maioria dos ensaios baseados em HAT aplicam um esquema competitivo, no qual
antioxidante e o substrato competem pelos radicais peroxil termicamente gerados através da
decomposi¢cdo dos azo-compostos. Os ensaios baseados em ET, entretanto medem a

capacidade de um antioxidante na redugéo de um oxidante, que muda de cor quando reduzida.
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O grau de mudanca de cor esta correlacionado com concentragfes de antioxidantes na amostra
(ZULUETA et al., 2009). Dentre os métodos mais utilizados para a determinacdo da atividade
antioxidante é possivel enumerar alguns, como o ABTS+ e DPPH (baseados na captura do
radical organico), FRAP (baseado no poder de reducdo do Ferro), B-caroteno/acido linoléico
(baseado na inibicdo da peroxidacdo lipidica), (PRIOR et al., 2003). E entre 0s ensaios
baseados em ET, os mais popularmente usados sdo os da capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox (TEAC) e da capacidade antioxidante de absorcdo do radical oxigénio (ORAC)
(ZULUETA et al., 2009).

3.3.4.1 Método ABTS+

Este método usa um espectrofotdbmetro de diodos para medir a perda de cor quando
um antioxidante é adicionado ao cromoéforo azul-verde ABTS+ (+ 2,2-azino-bis (3-
ethylbenzthiazoline-Acido 6-sulfénico)) (Figura 8) e osvalores de absorbancia maxima se do
em 645, 734 e 815 nm. Entretanto, compostos antioxidantes presentes no meio reacional
capturam tais radicais, 0 que se traduz em perda de coloracdo e, consequentemente, em
reducdo na absorcdo, correspondendo, quantitativamente, a concentracdo de antioxidantes
presentes. O antioxidante reduz ABTS+ para ABTS e descolore-0. ABTS + é um radical ndo
estavelencontrado no corpo humano (ALAM et al., 2013)

Além disso, o método ABTSe+ apresenta excelente estabilidade, sendo um dos testes
mais rapidos de atividade antioxidante e que oferece resultados reprodutiveis, além de
oferecer varios maximos de absorcdo e uma boa solubilidade, permitindo analises de
compostos tanto de natureza lipofilica como hidrofilica e tem sido utilizado em varios tipos de
frutos como acerola, goiaba, camu-camu, acai, maracuja, pitanga, entre outros.

Figura 8- Estabilizacéo do radical ABTS+ por antioxidante.
— C,H

CoHs K50, 5

Cor: verde-escuro Cor: verde-clara
Fonte: Rufino (2007)
3.3.4.2 Método DPPH
Um dos métodos mais utilizados para verificar a atividade antioxidante de compostos

puros consiste em avaliar a atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila
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(DPPH), de coloracdo purpura, que absorve em um comprimento de onda de 515 nm. Por
acdo de um antioxidante ou uma espécie radicalar (R.), o DPPH é reduzido formando 2,2-
difenilpicril-hidrazina (DPPH-H), de coloracdo amarela (Figura 9) com consequente
desaparecimento da banda de absorcdo, sendo a mesma monitorada pelo decréscimo da
absorbancia (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 9 — Representacdo esquematica do comportamento do radical DPPH utilizado na
determinagé&o da atividade antioxidante de OEs.
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Fonte: Rufino (2007)

Embora este radical tenha como limitacdo sua semelhanca com radicais peroxila, este
ensaio € comumente utilizado para avaliar a capacidade antioxidante de farelo e grdos de
trigo, legumes, acido linoleico conjugado, ervas, sementes comestiveis, 6leos e farinhas, em
diferentes sistemas de solventes incluindo etanol, solucdo aquosa de acetona, metanol, alcool
e benzeno. Comparado com outros métodos, o ensaio DPPH tem muitas vantagens tais como
uma boa estabilidade, sensibilidade, simplicidade e viabilidade (UGALDE, 2015).

Os resultados do ensaio DPPH tém sido apresentados de diferentes maneiras. A
maioria dos estudos exprime os resultados como o valor IC50, definido como a quantidade de
antioxidante necessaria para reduzir a concentracao inicial de DPPH em 50 %, sendo utilizado
para comparacdo da atividade antioxidante de diferentes compostos. Este valor é calculado
através da representacdo grafica da percentagem de inibicdo contra a concentracdo da
substancia utilizada (DENG et al., 2011).

O calculo do valor IC50 requer a determinacdo da cinética da reacéo entre o DPPH e
diferentes concentragdes do antioxidante, sendo que a reagdo deve ser monitorada até que a
concentragdo do DPPH atinja um valor estacionario (BRAND-WILLIAMS et al., 1995). A
atividade antioxidante dos compostos é verificada medindo-se a concentragdo do DPPH no
inicio da reacdo entre 0 composto/DPPH, e apds um periodo de incubacdo o qual, de acordo
com a literatura, pode variar de um a sessenta minutos. Deve-se salientar, no entanto, que um
tempo de incubacéo curto frequentemente ndo é suficiente para atingir o estado de equilibrio
da reacdo (DAWIDOWICZ et al., 2012). A cinética da reacdo antioxidante/DPPH depende do
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solvente utilizado (GULCIN et al., 2012).

3.3.4.3 Método FRAP

Embora varios métodos sejam sido utilizados para mensurar a capacidade antioxidante
de suplementos alimentares e dietéticos, extratos de plantas medicinais e compostos puros,
apenas alguns deles sdo eficientes devido as dificuldades encontradas ao se avaliar a
capacidade antioxidante destas substancias, em fungéo de limitagcbes associadas a questdes
metodolodgicas e de fontes de radicais livres (SUCUPIRA et al., 2012)

Pulido et al. (2000) descrevem o método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
como uma alternativa desenvolvida para determinar a reducdo do ferro em fluidos biol6gicos
e solucBes aquosas de compostos puros. O método pode ser aplicado ndo somente para
estudos da atividade antioxidante em extratos de alimentos e bebidas, mas, também, para o
estudo da eficiéncia antioxidante de substancias puras, com resultados comparaveis aqueles
obtidos com outras metodologias mais complexas.

Neste método, o complexo férrico-tripiridiltriazina (Felll-TPZ) é reduzido ao
complexo ferroso (Fell-TPZ), na presenca de um antioxidante e em condicBes &acidas. O
complexo formado por esta reacdo possui uma coloracdo azul intensa (Figura 10), com
absorcdo maxima a 593 nm (SUCUPIRA et al., 2012).

Figura 10- Produgdo do complexo TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-1,3 5-triazina) com Fe3+
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Fonte: Sucupira et al. (2012)

3.4 Antimicrobianos

As substancias antimicrobianas representam um imenso avanco da farmacoterapia nas
ultimas decadas uma vez que atuam sobre microrganismos patogénicos e oportunistas que
podem levar a uma incapacitagdo prolongada ou mesmo levar ao ébito (SANCHES, 2004).

E assim como os compostos gque atuam como antioxidantes, existe uma grande
variedade de classes de substancias que atuam como antimicrobianas, por exemplo, os &cidos
organicos e seus sais, 0s &cidos graxos, 0s antibioticos, os peptideos antimicrobianos e
bacteriocinas, quelantes, enzimas, parabenos e metais (KUPLENNIK et al., 2015).

O controle de bactérias patogénicas e da deterioracdo dos alimentos € principalmente
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obtido através do controle quimico, mas o0 uso de conservantes quimicos sintéticos tem sido
limitado devido a aspectos indesejaveis, incluindo carcinogenicidade, toxicidade aguda,
teratogenicidade e periodos de degradacéo lenta, o que poderialevar a problemas ambientais,
como a poluicdo (FALEIRO, 2011).

Dessa forma, nos ultimos anos, esforcos consideraveis tém sido feitos para encontrar
agentes antimicrobianos naturais que podem inibir o crescimento bacteriano e fangico em
alimentos, a fim de melhorar sua qualidade e vida util. Como resultado, ha uma crescente
demanda por produtos naturais que possam servir como conservantes de alimentos
alternativos (TAJKARIMI et al.,2010).

Entre os varios compostos derivados de plantas, compostos polifendlicos tém grande
diversidade estrutural e variacbes na composicdo quimica, e, sua atividade antimicrobiana é
uma das mais estudadas (STOJKOVI et al., 2013).A acdo antimicrobiana dos compostos
fendlicos estd relacionada com a inativacdo das enzimas celulares, além de mudancgas na
permeabilidade das membranas celulares (CARPES, 2008).

Assim, 0s compostos bioativos presentes em Syzygium cumini (Jambol&o), além de
apresentarem atividade antioxidante, como descrito anteriormente, também tem sido estudado
quanto a atividade antimicrobiana, uma vez que alguns autores demonstraram efeitos
antibacterianos na folha (DE OLIVEIRA et al., 2007; KANERIA et al., 2009; SATISH et al.,
2008), no oleo essencial da folha (SHAFI et al., 2002), nas sementes (ACHARYYA et
al.,2009) e no pé do fruto (MIGLIATO et al., 2011).

3.4.1 Atividade antimicrobiana

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifungica
dos extratos vegetais. Os métodos Padrdes clinicos e laboratoriais Instituto (CLSI) para a
avaliacdo dos compostos antimicrobianos sdo amplamente aceitos pelos 6rgdos reguladores
em todo o mundo (DAS et al., 2010). Dentre os métodos os mais conhecidos, pode-se citar o
método de difusdo em agar, como o teste disco-difusdo, e ométodode diluicdo em caldo como
0s testesde macrodilui¢do e microdiluicéo.

3.4.1.1 Testes de difusdo em agar

O teste de difusdo em &gar, também chamado de difusdo em placas, € um método

fisico, no qual um microrganismo € desafiado contra uma substancia biologicamente ativa em
meio de cultura solido e relaciona o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do

microrganismo desafiado com a concentragdo da substancia ensaiada (PINTOet al., 2003).
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A aplicagdo do método de difuséo se limita a microrganismos de crescimento rapido,
sendo eles aerdbios ou anaerdbios facultativos. A avaliacdo € comparativa frente a um padréo
bioldgico de referéncia (controle positivo) e a zona ou o halo de inibicdo de crescimento é
medida partindo-se da circunferéncia do disco ou poco, até a margem onde ha crescimento de
microrganismos (BARRY; THORNSBERRY, 1991). Como controle positivo do teste,
emprega-se um quimioterapico padrdo, e como controle negativo o solvente utilizado para a
dissolucdo dos extratos (KARAMAN et al., 2003).

O teste de difusdo em disco é aceito pelo Food and DrugAdministration(FDA) e
estabelecido comopadrdo pelo National Committe for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS) (BARRY e THORNSBERRY, 1991).

Neste processo bem conhecido, as placas com Agar sdo inoculadas com um indculo
padronizado do microrganismo teste,com diferentes cargas microbianas,108 UFC (Unidade
Formadora de col6nia)/mL parabactérias, 105 UFC/mL para leveduras e 10* para esporos/mL
(KARAMANEet al., 2003). Em seguida, os discos de papel de filtro (cerca de 6 mm de
diametro), contendo o composto de ensaio com a concentracdo desejada, sdo colocadas sobre
a superficie do agar.As placas de Petri sdo incubadas sob condices adequadas. Geralmente, o
agente antimicrobiano difunde-se para o agar e inibe a germinacéo e o crescimento do micro-
organismo de teste e, em seguida, os didmetros das zonas de inibicdo de crescimento sdo
medidos (BALOUIRI et al., 2015).

A disposicdo dos discos deve ser tal que sua distancia atéa lateral da placa seja maior
gue 15 mm e de modo andosobrepor as zonas de inibicdo. O pH do meio de culturadeve estar
entre 7,2 e 7,4 e a profundidade recomendadaé de aproximadamente 4 mm (BARRYe
THORNSBERRY,1991).

Antibiograma fornece resultados qualitativos por categorizar bactérias sensiveis,
intermediarios e resistentes. No entanto, uma vez que a sensibilidade de um micro-organismo
a um antibiotico significa que a sua inibicdo do crescimento e a sua morte incerta, este método
ndo é capaz de distinguir bactericida e efeito bacteriostatico (JORGENSEN et al., 2009).

Além disso, o método de disco-difusdo em agar ndo é apropriado para determinar a
minimaconcentracdo inibidora (MIC), ndo é possivel quantificar a quantidade de agente
antimicrobiano difunde para o meio de cultura. No entanto, uma MIC aproximados podem ser
calculados para alguns micro-organismos e antibidticos, por comparacdo das zonas de
inibicdo com os algoritmos armazenados (NIJS et al., 2003).

Porém, o ensaio de disco-difusdo oferece muitas vantagens sobre outros métodos:

simplicidade, baixo custo, a capacidade de testar um nimero enorme de micro-organismos e



37

agentes antimicrobianos, ea facilidade para interpretar os resultados previstos (BALOUIRI et
al., 2015).
3.4.1.2 Testes de diluicdo em Caldo

Os métodos de diluicdo s@o os mais adequados para a determinacdo de valores de
MIC, uma vez que oferecem a possibilidade de estimar a concentracdo do agente
antimicrobiano no 4&gar testado (diluicdo de &gar) ou meio de cultura (macro ou
microdiluicdo). Qualquer caldo ou métodos de diluicdo de em agar podem ser usadas para
medir quantitativamente a atividade antimicrobiana in vitro contra bactérias e fungos
(FALLER et al.,2004).

Valor MIC é definido como a concentragdo mais baixa de agente antimicrobiano
ensaiado que inibe o crescimento visivel do micro-organismo testado, e € normalmente
expressa em ug / mL ou mg / L (CLSI, 2012). H& muitas diretrizes aprovadas para testes de
susceptibilidade antimicrobiana de diluicdo com bactérias exigentes ou ndo-exigentes,
leveduras e fungos filamentosos. Os padrdes mais reconhecidos sdo fornecidos pelo Instituto
de Padrbes clinicos e laboratoriais (CLSI) eo Comité Europeu de Avaliacdo de
Susceptibilidade Antimicrobiana (EUCAST) (FALLER et al., 2004).

O método de diluicdo em caldo considera a relagdoentre a proporcao de crescimento
do microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substanciaensaiada. A
avaliacdo é comparada frente a um padrdobiologico de referéncia. Entende-se por propor¢édo
adensidade da turbidez provocada pelo crescimentomicrobiano (PINTO et al., 2003).

Omeétodo de macrodiluicdotem como principais desvantagens do o risco de erros na
preparacdo das solucBes antimicrobianas para cada teste, e a quantidade comparativamente
grande de reagentes e espaco necessario (JORGENSEN et al., 2009). Assim, a
reprodutibilidade e a economia de espaco e reagentes que ocorre devido a miniaturizacdo do
teste sdo as principais vantagens do metodo de microdiluicdo. Além disso, este é considerado
30 vezes mais sensivel queoutros métodos usados na literatura. No entanto, o resultado final é
influenciado significativamente pela abordagem, que deve ser cuidadosamente controlada, se
os resultados reprodutiveis e entre laboratérios (intralaboratorial) estdo a ser atingido (CLSlI,
2012).

Tendo em vista todas as propriedades ja citadas, alguns autores afirmam que ha um
crescente interesse pela incorporacdo desses compostos naturais em embalagens para
alimentos pois atendem a demandam do consumidor por alimentos com menos aditivos
sintéticos, além do que, uma vez incorporados, ocorre a migracdo lenta dos compostos para a

superficie do produto, de modo que atividade se prolongue e ocorra onde se faz necessario.



38

Esta é a principal vantagem em relagdo a adi¢cdo por outros meios como por imersdo ou spray
(COMA, 2008; PEREZ-PEREZ, 2006).
3.5  Embalagens para alimentos

Embalagem para alimentos € o artigo que estd em contato direto com alimentos,
destinado a conté-los desde a sua fabricacdo até a sua entrega ao consumidor, com a
finalidade de protegé-los de agentes externos, de alteracdes e de contaminagdes, assim como
de adulteracdes (ANVISA, 2012).

Porém materiais de embalagem utilizados para produtos alimentares, como qualquer
outro tipo de recipiente de armazenamento, para curtos periodos de tempo sdo um problema
ambiental sério, assim a utilizacdo de polimeros biodegradaveis nesta area representa uma
alternativa interessante (P1ZZOLI et al., 2014).

Os materiais de embalagem biodegradaveis ideais sdo obtidos a partir de recursos
renovaveis bioldgicos, sendo chamados de biopolimeros (RHIM et al., 2013). Dentre os
materiais pesquisados, 0s biopolimeros naturais, como 0s polissacarideos e as proteinas, sdo
0s mais promissores, devido ao fato de serem abundantes, renovaveis, e capazes de formar
uma matriz continua. E entre os polissacarideos estudados, o amido e o acetato de celulose,
tém sido considerados excelentes materiais para a concepgdo de revestimentos de alimentos
bem como estruturas de embalagens (PELISSARI, 2009).

Contudo, apesar destes avangos, ainda existem algumas desvantagens que impedem
sua comercializacdo mais ampla. Isto se deve principalmente ao desempenho e preco, quando
comparado com os polimeros convencionais, 0 que continua a ser um desafio significativo
para os polimeros de base bioldgica (BABU et al., 2013). Desta forma torna-se interessante o
reaproveitamento de residuos agroindustriais buscando o aumento do desempenho e redu¢édo
do custo destes materiais.

A técnica de film casting é utilizada amplamente em escala laboratorial para producéo
de filmes de diferentes biopolimeros como isolado proteico de soja (GONZALEZ et al.,
2015), multicamadas de isolado proteico de soja e poli(acido latico) (GONZALEZ, 2013), etc.
A producédo de filmes por meio da técnica consiste em verter uma solucdo filmogénica em
pequenas placas ou moldes (FREITAS, 2015).

3.5.1 Embalagens biodegradaveis ativas

A tecnologia de embalagens de alimentos estd em constante evolucdo, em resposta a
desafios crescentes de uma sociedade moderna mais atual. As embalagens ativas tém varias
fungdes adicionais em relagcdo as embalagens passivas, que sdo limitadas a proteger 0s

alimentos de condicdes externas. As embalagens ativas alteram as condi¢es do produto,



39

aumentando sua vida Util, seguranca e qualidade e, ou melhorando suas caracteristicas
sensoriais (SOARES et al, 2009).

A embalagem ativa pode atuar por liberagdo de agentes ativos, comoagentes
antimicrobianos, antioxidantes e aromas progressivamente para a atmosfera circundante ou
por absorcdo dos compostos que deterioram 0s alimentos, tais como o0 oxigénio ou radicais
livres,etileno, umidade e odor (MONTERO-PRADO et al., 2011).

Essas técnicas de atuacdo consistem na incorporacdo e, ou imobilizacdo de certos
aditivos a embalagem em vez da incorporacédo direta no produto (KERRY et al., 2006).

As preocupacdes crescentes com problemas ambientais causados por embalagens tém
renovado o interesse em camadas superficiais protetoras comestiveis ativas. Estes
revestimentos comestiveis possui a vantagem de poderem ser consumidos, 0 que 0s tornam
ambientalmente corretos, além das propriedades anteriormente citadas (CUQ et al., 1995).

A tecnologia de embalagem ativa é uma area promissora da tecnologia de alimentos,
que pode conferir varios beneficios de preservacdo numa larga escala de produtos. No
entanto, pesquisas devem ser conduzidas para diferentes aplicacBes, a fim de se avaliar a
potencialidade tecnoldgica, econémica e, principalmente, de seguranca alimentar. Além disso,
precisa-se familiarizar o consumidor com o conceito e com as aplicagdes de embalagens
ativas, e esperar que haja boa aceitacdo, visando-se 0s inUmeros beneficios possiveis
(AZEREDO, 2012).

Dentre os principais ramos das embalagens ativas, as embalagens antimicrobianas e
antioxidantes, por exemplo, podem controlar o desenvolvimento de espécies especificas de
microrganismos e aumentar a estabilidade oxidativa dos produtos embalados, respectivamente
(KECHICHIAN et al., 2010; PELISSARI et al., 2009; WEN-XIAN et al., 2011).

3.5.1.1 Embalagens antioxidantes

A oxidacdo lipidica € um dos principais contribuintes para a deterioracdo da qualidade
em alimentos de origem animal, pois resulta em uma variedade de produtos indesejaveisque
produzem odores e sabores desagradaveis (ranco) e altera a qualidade nutritiva (perda de
vitaminas e &cidos graxos essenciais) dos alimentos, além disso a oxidagdo resulta em
compostos reativos e tOXicos que representam um perigo para os consumidores (LEE, 2005).

O sistema de embalagens antioxidantes consiste na incorporacdo de substancias
antioxidantes em filmes plasticos, papéis ou sachés, de onde serdo liberadas para proteger 0s
alimentos da degradacgéo oxidativa, inibindo as rea¢des de oxidacgdo ao reagirem com radicais
livres e peroxidos e, consequentemente, estendendo a sua vida de prateleira (LEE et al., 2004;
MINe KROCHTA, 2007).
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Contini et al. (2014) estudaram o efeito de embalagem ativa com extrato de citrus na
oxidag&o lipidica e qualidade sensorial de carne de peru cozida, os resultados mostraram que
as embalagens antioxidantes foi eficaz na reducdo da oxidacédo de lipidios da carne durante o
armazenamento e na manutencdo de suas caracteristicas sensoriais, particularmente textura e
aceitacdo global e dentre os componentes do extrato adicionado o acido citrico foi o principal
impulsionador atividade antioxidante.

Nerin et al. (2006) desenvolveram embalagens ativas, que consistiram de filmes de
polipropileno (PP) imobilizados com extrato natural de alecrim e testaram as suas
propriedades antioxidantes em mioglobina pura e bifes de carne bovina fresca. Os filmes
aumentaram a estabilidade tanto da mioglobina quanto dos bifes contra processos oxidativos,
sendo uma maneira promissora de estender a vida de prateleira da carne fresca. O mesmo
grupo testou filmes de PP imobilizados com varias substancias derivadas do alecrim contra
compostos oxidaveis como &cido ascérbico, ferro (II) e é&cidos graxos, demonstrando a
eficacia desses modelos.

As embalagens antioxidantes apresentam potencial para aplicacdes comerciais,
entretanto é necessario que elas satisfacam critérios de seguranca alimentar. A difusdo dos
antioxidantes sintéticos para os alimentos causa preocupagdes aos consumidores no que diz
respeito a sua seguranca (VERMEIREM et al., 1999). Por essa razdo, existe crescente
preferéncia pelo uso de substancias naturais. Alguns antioxidantes naturais que podem ser
utilizados em embalagens para alimentos incluem &cidos fenolicos (a-tocoferol), acidos
organicos (acido ascérbico), extrato de plantas (alecrim, cha etc.) e poliaminas (espermina e
espermidina). As substancias naturais sdo normalmente caras, logo o desenvolvimento de
novas embalagens ativas empregando quantidades minimas destes compostos é desejavel para
aplicagdes préaticas (SOARES et al., 2008).

3.5.1.2 Embalagens antimicrobianas

Nos altimos anos, varios estudos tém sido realizados com o objetivo de desenvolver
peliculas de embalagem com propriedades antimicrobianas (HAUSER eWUNDERLICH,
2011).

A embalagem antimicrobiana é um tipo de embalagem ativa que apresenta substancia
antimicrobiana incorporada e, ou imobilizada no material da embalagem e é capaz de eliminar
ou inibir microrganismos deterioradores e, ou patogénicos. O principio basico de atuacdo
dessa embalagem é a adicdo de uma barreira extra (microbioldgica) as barreiras fisicas
(oxigénio e umidade) (HAN et al., 2005).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815001541#bib15
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0023643815001541#bib15
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Os agentes antimicrobianos podem ser incorporados diretamente a matriz polimérica
em rotulos, etiquetas ou estar contidos em sachés (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2004). Sua
adicdo nos filmes poliméricos pode ser feita de duas maneiras: incorporacao e imobilizagéo.
No primeiro caso, ha liberacdo do agente antimicrobiano para o alimento, enquanto na
imobilizacdo o composto atua somente em nivel de superficie (HAN et al., 2005).

O uso de embalagens contendo agentes antimicrobianos tem como vantagem a difuséo
desses compostos da embalagem para a superficie do alimento de maneira gradual controlada
ao invés de adiciona-los diretamente na matriz alimentar (MOURA et al., 2012; OTONI et
al., 2014).

Essa migracdo se da através de difusdo e evaporacdo a partir do filme ou através de
reacao quimica ou enzimatica, como resultado disso, a cinética de crescimento microbiano e a
atividade antimicrobiana na superficie do produto podem ser equilibradas (AZEREDO, 2012;
SUET-YEN et al., 2013).

Alguns fatores podem afetar a efetividade da embalagem antimicrobiana, como as
caracteristicas do antimicrobiano (solubilidade e tamanho da molécula) e do alimento,
condicdes de estocagem e distribuicdo (tempo e temperatura), método de preparo do filme
(extrusdo ou casting) e interacdo entre antimicrobiano e polimero (DAWSON et al., 2003).

Melo (2010) incorporou 6leo essencial de alecrim em filmes a base de acetato de
celulose, e avaliou a atividade antimicrobiana dos filmes utilizados como embalagens de
carne de frango resfriada. O 6leo essencial foi adicionado nas concentracdes de 10, 20, 30, 40
e 50%. Os resultados sugeriram que os filmes tiveram atividade antimicrobiana sobre o0s
micro-organismos avaliados, sendo que ndo houve diferenca significativa entre os resultados
obtidos para filmes nas concentragdes de 20, 30, 40 e 50% de 6leo

Costa (2013) estudou a eficiéncia de filme ativado com extrato de prépolis na
conservacao de queijo coalho e verificou que o filme antimicrobiano provocou a redugéo de 1
ciclo logaritmico na contagem de estafilococos coagulase positiva nos periodos de 4, 12, 20 e
28 dias, quando comparados com filmes ndo-ativos e filmes de polietileno.

De acordo, com os trabalhos ja citados e inUmeros outros encontrados na literatura,
verifica-se que o uso de embalagens antimicrobianas pode ser aplicado pela industria,
garantindo a seguranca durante a distribuicdo dos alimentos eassima vida de prateleira
significativamente aumentada (AZEREDO, 2012; SUET-YEN et al, 2013).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido majoritariamente nos laboratorios de Andlises de
Alimentos (LAA), de Processamento de Produtos de Origem Vegetal (LPPOV), de
Biotecnologia (LABIOTEC) e de Embalagens (LEMB) do Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA), em parceria com o Laboratério de Flavor (LAF) e Laboratério de
Tecnologias Alternativas (LTA) da Universidade Federal de Sergipe (UFS).

4.1 Matéria-prima

As matérias-primas utilizadas como base do experimento foram os frutos do jambol&o,
0s quais foram adquiridos no mercado central da cidade de Aracaju-SE, o acetato de celulose,
0 amido de milho e a quitosana adquiridos comercialmente.

Ap6s serem adquiridos, os frutos foram acondicionados em plasticos de polietileno,
transportados para 0 DTA- UFS e congelados a -18°C até o0 momento do uso.

Antes de serem utilizados, os frutos foram descongelados a 5°C e sanitizados com
hipoclorito de sédio a 200ppm por 30 minutos com subsequente enxague por 10 minutos. Em
seguida, foram descascados manualmente e a sua polpa e sementes foram despolpados em
despolpadeira mecanica e coletados separadamente (Figura 12), armazenados em sacos de
polietileno e congelados a -18°C para uso posterior.

No momento do uso, a polpa e a casca foram descongeladas em temperatura ambiente
e a casca foi entdo dividida em dois lotes, um deles compds a casca in natura e o outro foi
utilizado para secagem, totalizando trés amostras (polpa, casca e casca seca), as quais foram

utilizadas nas analises consecutivas.

g
nte: Proprio autor (2017)

Assim, as etapas do processo de desenvolvimento do experimento encontram-se na
Figura 11.
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Figura 11- Fluxograma das etapas desenvolvidas na presente pesquisa*.
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Fonte: Proprio autor (2017)

*CFT= compostos fendlicos totais; FT= flavondides totais; TMA= antocianinas monomeéricas totais;

AA=4cido ascérbico

4.2 Obtencao do po da casca de jamboléo
As cascas do jambol&o in natura foram pesadas, acondicionadas em placas de petri e
secas em estufa com circulacdo de ar a uma temperatura de 40°C por aproximadamente 20
horas, até umidade final em torno de 7-10%. As cascas secas foram entdo trituradas
emmoinho para obtencéo do po (Figura 13), o qual foi armazenado em embalagem laminada e

sob vacuo.
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Figura 13- Casca do jamboldo em p6

Fonte: Proprio autor (2017)

4.3 Andlises fisico-quimicas

As amostras de Jameldo in natura (polpa e casca) e a farinha, foram avaliadas quanto
aos valores de umidade, cinzas, lipideos, pH, sélidos solUveis, acidez titulavele cor. As
analises foram realizadas em triplicata, de acordo com os métodos analiticos do INSTITUTO
ADOLFO LUTZ (2005),2008) ou AOAC (1995).
4.3.1 Determinacdo de Umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método de secagem direta em estufa a 105°C
até peso constante, sequindo o método 012/1V do Instituto Adolfo Lutz (2005). O resultado
foi expresso em porcentagem de agua (%H-0).
4.3.2 Determinacéo de cinzas

A determinacdo de cinzas foi realizada pelo método de incineracdo a 550°C em mufla,
utilizando dois gramas de cada amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O resultado
foi expresso em porcentagem de cinzas.
4.3.3 Determinacao de lipidios

O teor de lipidios foi determinado segundo o método 032/1V das normas do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008), o qual consistiu na extracdo dos lipidios de 2,5 g das amostras
adicionas em papel filtro e em seguida acondicionadas em extrator Soxhlet se empregando
hexano como solvente extrator, a extragdo ocorreu durante aproximadamente 8 horas. Apos
esta etapa foi removido o excesso do solvente e o baldo levado a estufa para esterilizacéo e
secagem- Biopar para a remong&o total do solvente. O teor de lipidios foi expresso em % de
lipideos.
4.3.4 Potencial Hidrogenionico (pH)

Para determinacdo do pH foi utilizado o método Potenciométrico, onde o pHmetro foi
previamente calibrado com solugdes tampdes de pH 4,0 e 7,0, seguindo metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (2005, 017/1V).

4.3.5 Determinacdo da Acidez Total Titulavel
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O teor de acidez foideterminado pelo método de acidez titulavel por volumetria
potenciométrica, por titulagdo com NaOH 0,1M o qual se aplica a solugdes fortemente
coloridas, onde o ponto de equivaléncia é determinado pela medida do pH da solucdo (IAL,
2008, 311/1V) e os resultados foram expressos em porcentagem de &cido citrico por 100g de
amostra.

4.3.6 Determinacdo do Teor de Solidos Soluveis

Os sélidos soluveis totais (a 25°C) foram quantificados por leitura direta, com uso de
um refratdbmetro portatil (MOD TR-30 ATC) de acordo com o método 315/1V proposto pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008) e os resultados foram expressos °Brix .

4.3.7 Determinacgéo da Cor

Para determinacdo da cor foi empregado o sistema CIELAB (COMISSAO
INTERNACIONAL DE ILUMINANTES), onde as leituras da cor foram obtidas através do
colorimetro Color Meter Minolta 200b, por meio dos parametros L* (luminosidade
[claro/escuro]); a* (cromaticidade no eixo da cor verde [-] para vermelha [+]); b*
(cromaticidade no eixo da cor azul [-] para amarela [+]). Foram avaliados também os
parametros c* (chroma) que representa a saturacdo (0° no centro, aumentando de intensidade a
medida que se distancia desse) e h* (hue) que representa angulo de tonalidade (iniciando em
0°, que seria +a* [vermelho], 90° seria +b* [amarelo], 180° seria —a* [verde] e 270° seria —b*
[azul]) (ZHANG et al., 2007).

4.4 Determinacdo dos compostos bioativos

4.4.1 Determinagao de clorofila, carotenoides totais e p-caroteno

As  determinacBes  desses  compostos  foramfeitassegundo o  método
LICHTENTHALER (1987). Para tal, forampesados dois gramas da amostra e transferidos
para um almofariz, em seguida foiadicionado 0,29 de carbonato de célcio e 7 ml de acetona a
80% o qual foi homogeneizado e filtrado em um baldo volumétrico de 25mL envolto de papel
aluminio. O residuo do papel filtro foi lavado duas vezes com acetona 80% e posteriormente
completadas o volume com acetona a 80%.

O teor de clorofila total (Equacdo 1) foi estimado a partir da leitura do extrato filtrado
em espectrofotbmetro a 646,8 e 663,2 nm.

Clorofilaa (Ca) = 12,25 X Aesz2— 2,79 X Asss8

Clorofila b (Cb) = 21,50 X Asss,8— 5,10 X Ass32

Clorofila T =7,15 X Ase3 2+ 18,71 X Acsss (Equacéo 1)
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Os teores de carotendides e beta-caroteno foram estimados a partir da leitura do
extrato filtrado em espectrofotdmetro a 470; 646,8; 663,2nm e 454 nm, respectivamente. As
concentracdes foram estimadas de acordo com as seguintes equacoes:

Carotenoides = [1000 x As70 — (1,82 x Ca — 104,96 x Cb)]/ 198 (Equagéo 2)

Beta caroteno = 4,0A454 (Equacéo 3)

4.4.2 Determinacdo de acido ascorbico

A determinacdo de acido ascérbico sera foi feita por método colorimétrico segundo
AOAC (1995).

As solucBes para extracdo do 4acido ascorbicoforam preparadasseguindo o
procedimento a seguir:

. Soluc&o de extracdo (Acido oxalico 2%)

Foram pesados 2g de &cido oxalico e diluidos para 100mL de &gua destilada.

. Solucéo padrao de acido ascorbico (Padréo)

Foram pesados 50mg de acido ascérbico e diluidos para 50 mL de acido oxalico 2%.

. Solucéo de 2,6-Diclorofenol indofenol (DCPIP) (Solucéo corante)

Foram dissolvidos 50mg de DCPIP em aproximadamente 30mL de &gua destilada
quente, contendo 42mg de bicarbonato de sddio. Em seguida, o volume foi completado para
50mL com agua destilada fria.

Antes, de analisar a amostra foi necessario realizar a padronizacdo do corante
(DCPIP), e para isso foi coletado uma aliquota de 2mL da solucdo padrdo de &cido ascérbico
em um erlenmeyer de 50mL contendo 5mL da solucdo de extracdo, em seguida a mistura
foititulada com a solucdo de DCPIP até a mudanca da coloracdo, ficando résea. O fator do

DCPIP foicalculado através da formula:

mg de A A.

Fator do DCPIP = . —
Vol. de DCPIP gasto na titulacdo

Onde: mg de A.A. =2mg, ja que 1mg de A.A. ~ 1ml de solugéo padréo.

Para analise da amostra, foram pesados cinco gramas desta, a qual foi triturada em
almofariz, homogeneizada com a solugdo de acido oxalico a 2%, filtrada em um bal&o de
50mL e completadoseu volume. Em seguida foram coletados 7 mL desta solucéo e titulados
com DCPIP. O célculo da porcentagem de Vitamina C (mg de A.A./100g de amostra) foi
efetuado conforme a equacgéo 4:

Vitamina C = (100 *(Viitulagao™Focrip)) / ((Massa*Vaiiquota)/Vhaizo)  (Equagéo 4)
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Onde,
V= volume utilizado
Focrip=fator do DCPIP
4.4.3 Determinacdo de compostos fendlicos totais (CFT), flavondides totais (FT),

antocianinas monomeéricas totais (TMA).

4.4.3.1 Extracédo da amostra

Para extracdo da amostra, foram pesados 5g de cada uma delas (polpa ou casca in
natura) em um bequer envolto com aluminio, de modo a evitar interferéncia da luz, os quais
foram misturados com 50 mLde etanol 70% e cobertos. Em seguida a mistura foi submetida a
banho de ultrassom por 60 minutos e logo apds a extracdo, os extratos foram filtrados a
vacuo, concentrados em evaporador rotativo (Buchi modelo R-3) a 40°C e avaliados quanto
ao teor de CFT, FT, TMA.

4.4.3.2 Determinacgdo de compostos fendlicos

Os compostos fendlicos totais foram determinados de acordo com o procedimento
convencional espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu adaptado por Swain e Hillis (1965)
modificado por Thaipong et al. (2006). Esta andlise consistiu da de adi¢ao de 150 pL dos
extratos da polpa e da casca in natura, 2400 uL de agua destilada, e 150 pL de reagente de
Folin-Ciocalteu 0,25 N em tubo de ensaio, em seguida, foram homogeneizados com Vortex.
A mistura foi deixada a reagir durante 3min, em seguida, 300 uL de solugdo de carbonato de
sodio (Na2COs) 1N foi adicionada e homogeneizada. A solucéo foi incubada a temperatura
ambiente em no escuro, durante 2 h. A absorbancia a 725nm foi medida utilizando um
espectrofotdbmetro (Rayleigh modelo UV-2601) e os resultados foram expressos em
miligramas equivalentes em acido galico (mg GAE / g de extrato seco), calculados por
meiode uma curva padrdo de &cido galico,a qual foi construida nas concentragdes de (20-160
mg/L) para comparagdo dos resultados. Diluigdes adicionais do extrato foram realizadas

quando o valor de absorbancia néo estava dentro do intervalo da curva.

4.4.3.3 Determinacéo de Flavonoides Totais (FT)

O teor de flavondides foi determinado conforme o método descrito por Boroski et
al.(2015) com algumas modificacdes. Esta analise consistiu da adi¢do de 500 uL de cada
extrato em 250 pL de uma solu¢do de cloreto de aluminio 5,0% em etanol (v/v) e 4,25 mL de
etanol 70,0%. Essa mistura foi homogeneizada e mantida em temperatura ambiente, no escuro

por 30 min, em seguida foi realizada a leitura da absorbancia em 425 nm utilizando um
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espectrofotémetro (Rayleigh modelo UV-2601). O branco foi preparado conforme as etapas

citadas anteriormente em substituicdo da adi¢do do extrato por etanol. Foi construida uma

curva padréo de quercetina (0,0-100 mg / L) (diluida em etanol 70,0%) para comparacao.
4.4.3.4 Determinacédo de antocianinas monoméricas totais (TMA)

O teor de antocianina monomérica total (TMA) foi determinado utilizando o método de
pH diferencial citado por Santos et al. (2010) e descrito por Giusti e Wrolstad (2001) com
algumas modificacbes, o qual se baseia na transformacdo estrutural do cromdéforo de
antocianina em funcdo do pH. Foi utilizado espectrofotometro (Rayleigh modelo UV-2601)
para medic¢des espectrais no comprimento de onda de absorbancia maxima (aproximadamente
512-520 nm) e 700 nm, utilizando &gua destilada como um branco. Para este efeito, foram
preparadas duas diluicdes da amostra: uma com tampdo de &cido cloridrico / cloreto de
potassio pH = 1,0 e a outra com tampao acetato de sédio / &cido acético pH = 4,5. Os valores
de pH dos tampdes foram medidos utilizando-se um medidor de pH (Digimed, modelo DM-
22, S&o Paulo, Brasil) calibrado com tampdes a pH 4,01 e 6,86 e ajustados com HCI (99,5%
Ecibra, Santo Amaro, Brasil). Aliquotas de 0,5 mL de extrato foram colocadas em baldes
volumétricos de 25 ml, e estes foram completados com os tampdes de pH1,0 e 4,5; 15 min
mais tarde, a absorbancia de cada solucdo equilibrada foi medida no comprimento de onda de
absorcdo maximo (512 ou 520 nm) e 700 nm utilizando células de vidro de comprimento de
trajecto de 1 cm (I). Dilui¢bes adicionais do extrato foram realizadas quando o valor de
absorbancia foi maior que 1,0. Determinou-se o fator de dilui¢cdo (DF) (volume final sobre o
volume da amostra original). A diferenca nos valores de absorvancia a pH 1,0 e 45 ¢
directamente proporcional & concentracdo de TMA. O teor de antocianina foi calculado como
cianidina-3-glicésido (PM = 449,2 ¢ / mol e € = 26,900 L / mol.cm) ¢ os resultados foram
expressos como mg de 3-cy-glicosideo/g de material seco. A absorvancia da amostra diluida
(A) e da TMA foram calculadas com as Egs. (5) e (6):

A = (Amax — A700)pH1,0 - (Amax — A700)pH4,5 (Equacdo 5)

TMA = (A*MW*DF*1000)/ (€ *1) (Equagéo 6)

45 Otimizagdo da produgcdo de extratos com capacidade antioxidante e
antimicrobiana

Para se obter um melhor resultado em relacdo a extracdo de compostos antioxidantes e

antimicrobianos, um planejamento experimentalfoi realizado com a farinha da casca, tendo

como finalidade a otimizag&o do processo.
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4.5.1 Planejamento experimental e preparo dos extratos

O delineamento experimental utilizado foi o fatorial completo 32 com pontos centrais
para duas varidveis independentes variando em 3 niveis (Tabela 3), que tem por objetivo a
avaliacdo dos principais efeitos decorrentes da variacdo dos fatores concentracdode solvente e
razdo amostra/solvente. Foram feitas trés repeticGes no ponto central, totalizando 12 ensaios
(Tabela 4). O tratamento dos dados foi realizado, utilizando o software Statistica 7.0 .

Os extratos produzidos com a farinha da casca foram executados seguindo
procedimento descrito no item 4.3.3.1, no entanto, variou-se a concentracdo de etanol (90,80 e
70 %) e da amostra (1/5, 2/15 e 1/10), de acordo com o planejamento experimental (Tabela 4).
Apdbs serem obtidos eles foram mantidos ao abrigo de luz e congelados a -18°C até o
momento do uso, ndo ultrapassando a prazo maximo de um més.

Tabela 3- Variaveis independentes avaliadas no Planejamento Experimental Fatorial Completo.

Fatores Niveis
Independentes -1 0 +1
Concentracéo de Etanol (%) 70 80 90
Razdo Amostra: Solvente 1/5 2/15 1/10

Tabela 4- Planejamento Experimental Fatorial Completo.

Ensaio Concentragéo de Razéao Concentracéo de Razéo
Etanol (%) Amostra:Solvente Etanol (%) Amostra:Solvente

1 -1 -1 70 1/5
2 -1 0 70 2/15
3 -1 +1 70 1/10
4 0 -1 80 1/5
5 0 0 80 2/15
6 0 +1 80 1/10
7 +1 -1 90 1/5
8 +1 0 90 2/15
9 +1 +1 90 1/10
10 0 0 80 2/15
11 0 0 80 2/15
12 0 0 80 2/15

45.2 Determinagdo da massa de extrato seco

A massa de extrato seco foi feita a partir da secagem de 1,0 mL dos extratos em estufa
de esterilizacdo a 60 °C, até a obtencdo de massa constante. Esse valor foi empregado para
adicionalmente a base Umida, determinar os resultados das anélises de antioxidantes, CFT,
FT, TMA e AA em base seca.
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45.3 Determinacdo da capacidade antioxidante

Os extratos produzidos com a farinha de jamboldo conforme planejamento e o das
amostras in natura (polpa e casca) foram avaliados quanto a atividade antioxidante pelos
métodos de captura dos radicais DPPH, ABTS+, e pelo potencial redutor do ferro (FRAP) de
acordo com metodologias descritas a seguir.

4.5.3.1 Método de captura do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A captura do radical DPPH foi realizada de acordo com o procedimento descrito por
Boroski et al. (2015), no qual inicialmente os extratos foram diluidos em metanol de forma a
perfazerem uma concentracdo final de 2mg/ml, e a partir destes foram pipetados volumes
iniciaisde 25, 50, 75 e 100 uL (dilui¢bes) para tubos de ensaio em triplicata e ao abrigo da luz foi
adicionado 2,0 ml da solugdo metandlica do radical DPPH (previamente preparada). A mistura foi
mantida em repouso por 30 minutos até a estabilizacdo, e em seguida foi feita a leitura da
absorbancia em espectofotometro (Rayleigh modelo UV-2601) a 517nm contra o branco
(metanol). Também foi feita a medida da solucdo controle de DPPH.

Para célculo dos resultados, primeiramente foram construidas curvas dos valores das % de

inibicdo do radical (equacéo 7) versus a concentracdo do extrato empregada.

% Inibicdo do DPPH= (ABSD”’:B_SABSAMOSTRA) * 100 (equagdo 7)
DPPH

Em seguida foi determinada a concentracdo necessaria para inibir 50% do radical

(ECso0%) por meio da regressdo linear obtida nas curvas de inibicdes. Os valores de ECsox

foram expressos em ug/g de extrato.

4.5.3.2 Método de captura do ABTS+ (2,2’-azino-bis(acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)

Esse método é utilizado com base nacapacidade de uma amostra para inibir o radical
ABTS (ABTS+) comparandocom um padréo de referéncia antioxidante (Trolox).

O radical ABTS+foi gerado por reagdo quimica com o persulfato de potassio
(K2S208). Para este efeito, 5 ml de ABTS (7 mm) foi misturado com 88uL de K2S,0g (140
mM) e deixada em repouso na escuriddoa temperatura ambiente durante 16 h (o tempo
necessario para reagirem e formarem o radical).

A solucdo de trabalho foi preparada tomando-se um uma aliquota de 1mL da solugéo

anterior e diluindo-o em etanol até que a suaabsorbancia a 734nm fosse de 0,70+0,05.
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Assim que ajustado, 30 puL dos extratos previamente diluidos (3 diluigdes) foram
colocados para reagir com 3,0mL da solugdo de trabalho e homogeneizados. Ap6s 6,0 min,
fez-se a leitura da absorbancia em 734 nm usando o espectrofotdmetro UV (Rayleigh modelo
UV-2601). As curvas padrbes foram feitas com Trolox nas concentracbes de 100 -
2000umol/L, onde o trolox foi dissolvido em etanol nas concentragdes de 70, 80 e 90%
respectivamente Os resultados obtidos foram expressos em pmol equivalente de Trolox (TE) /
g extrato seco em comparagdo as curvas padroes. Cada uma das amostrasfoi analisada em

triplicata.

4.5.3.3 Método do poder redutor do Ferro (FRAP)

O potencial redutor dos extratos foi avaliado pelo teste FRAP (Ferric Reducing Ability
Power), seguindo o procedimento descrito por Boroski et al. (2015) com algumas adaptaces.
A solucéo de trabalho (FRAP) foi obtida a partir da mistura das solu¢des estoque de acetato
de sdédio 300mmolL™, cloreto férrico 20 mmol/L e TPTZ 10 mmol/L nas proporcdes
10:1:1(v/vIv) respectivamente. Posteriormente, uma aliquota de 3,0 mL do reagente FRAP
recém-preparado (que representa o branco) foi misturada com 100 uL de cada extrato e 300
pL de 4gua destilada. A mistura foi homogeneizada e incubada em banho maria a 37 °C por
20 min e em seguida foi realizado a leitura da absorbancia em 593nm, o reagente FRAP foi
empregado para calibrar o espectrofotdmetro (Rayleigh modelo UV-2601). DiluicGes
adicionais foram necessarias quando o valor medido ndo se encontrava dentro do intervalo da
curva (abs >1,2). Para construcdo da curva de calibracdo foi utilizado uma solucéo de sulfato
ferroso (FeSO4+7H20) nas concentragbes de 500-2000 pmol/L. Os resultados foram
expressos em pumol de sulfato ferroso/ g de extrato seco em comparagao a curva padrao. As

amostras foram analisadas em triplicata.

45.4 Avaliacdo da Atividade Antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobianados extratos produzidos conforme
planejamento experimental (Farinha) e da cascain naturafoi realizada pelos métodosde disco-
difusdo em agar e concentracdo minima inibitoria em caldo, que estdo descritas a seguir.

4.5.4.1 Preparo do in6culo

Para avaliacdo da atividade inibitoria dos extratos etandlicos da farinha da casca de
jambol&o, foram utilizadas sete cepas de microrganismos variando entre bactérias gram-
positivas (Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Bacillus subtilis)
e gram-negativas (Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa)
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Para tal, os inoculos foram preparados a partir de 1 mL das culturas padrdo dos
microrganismos (previamente descongeladas), as quais foram ativadas em 5 mL de caldo
TriptonaSoyaBroth (TSB- Oxoid) a 37°C overnight. A turbidez de crescimento ativo da
suspensdo bacteriana foi ajustada para coincidir com o padrdo de turvacdo de 0,5 unidades da
escala Mc Farland (previamente preparada) correspondente a 108 UFC/mL.

4.5.4.2 Método de difusdo em disco

Para avaliacdo antimicrobiana foi escolhido o método de disco-difusdo proposto por

Jing-En et al. (2015), no qual 100 uL da suspensdo bacteriana foram semeados em placas
contendo 20 mL de Agar Mueller Hilton (KASVI), previamente preparado, esterilizado,
dispensado sobre as mesmas e solidificado. Apos a semeadura, quatro discos de papel de filtro
de 6mm foram alocados na superficie do meio, no qual um discofoi adicionado do controle
positivo (clorexidina 0,12%), e um do controle negativo(tampéo pH 7) e em dois deles foram
adicionados de 10 pL dos extratos com concentragdo variando de 100 a 200mg/mL,conforme
descricdo do planejamento experimental. A zona de inibicdo (ZI) do crescimento microbiano
foi avaliada pelo diametro dohalo de inibicdo em mm ao redor dos discos apds 24 horas de
incubacédo a 37 + 1 °C. Os ensaios foram realizados em triplicatas, e os resultados expressos
pela média aritmética dosvalores dos halos obtidos nas repeticdes.

4.5.4.3 Método da Concentracdo minima inibitéria (MIC)

O teste de concentracdo inibitéria minima foi realizado de acordo com a técnica
previamente descrita na literatura com adaptacGes (Manetti et al., 2010), somente para as
cepas que apresentaram sensibilidade ao extrato no teste de disco difusdo. Para a
determinacdo da MIC, o in6culo foi preparado de acordo com item 4.4.1.1, e rediluido em
solugdo salina 0,85% numa proporcdo de 1:1000 (v/v) para obter a concentragdo padrdo
utilizada (10° UFC/mL). A MIC foi realizada em microplacas de poliestireno estéreis de 96
pogos de fundo plano, com 12 colunas (1 a 12) e 8 linhas (A a H) em que todos os orificios a
partir da linha A foram preenchidos com 100 pL de caldo Brain Heart Infusion (2x
concentrado). Um volume de 100 pL da solucéo estoque na concentracdo de 2.000 pg/mL
(0,002g do extrato/1 mL do solvente Dimetilsulfoxido/ DMSOQ) dos extratos foi inoculado, em
triplicata, nas colunas de 1 a 3 da linha A.

Em seguida, uma aliquota de 100 puL do contetdo de cada orificio da linha A foi
transferido para os orificios da linha B, e apds homogeneizacdo o mesmo volume foi
transferido para a linha C, repetindo-se este procedimento até a linha H. Obtendo-se as
concentragdes decrescentes em pg/mL de 1.000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62.
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Posteriormente, em cada orificio foi adicionado 10 uL de in6culo microbiano. Para o
controle positivo da viabilidade bacteriana utilizou-se o caldo BHI (concentragdo dupla) e o
in6culo microbiano (10 pL); o controle negativo foi avaliado por meio da atividade inibitoria
do diluente (DMSO); e para o controle de esterilidade utilizou-se apenas o caldo, dessa forma
em cada placa foram analisadas duas cepas de microrganismos para cada extrato.

As placas foram incubadas em BOD a 37°C por 18 horas. Apos este periodo, foram
adicionados 20 pL de TTC (Trifeniltetrazolio-2,3,5 Cloreto) a 0,5% (v/v) em cada pogo, em
seguida as placas foram reincubadas por mais 2 horas. A mudanca de incolor para coloracao
vermelha indica a presenga de microrganismos, e assim a menor concentracdo para a qual néo
houve crescimento das bactérias foi definida como a MIC. O valor MIC foi registrado como a

concentracdo média da triplicata.

455 Andlise dos resultados e quantificacdo dos compostos bioativos do extrato de
aplicagéo.

A comparacdo de médias das amostras para cada analise foi realizada através do teste
Tukey a 5% de significancia, utilizando delineamento inteiramente casualizado por meio do
software Assistat 7.7.

Apos obtencdo dos resultados do planejamento experimental, para todos 0s ensaios em
cada andlise foi realizada a andlise estatistica dos dados, empregando o software Statistica
(StatSoft, versdo 7, Tulsa, EUA), em que no planejamento fatorial utilizou-se o método de
regressdo dos quadrados minimos para ajustar os dados ao modelo quadratico. O modelo
quadrético para cada resposta foi obtido pela Equacéo 8:

7= B0 + PxX+ Bxx X2 + ByY + ByyY?+ BxyXY (Equagéo 8)

Onde Z é a resposta predita; f0é uma constante; px e By sdo coeficientes lineares; Bxx
e Byy sdo coeficientes quadraticos; Bxyé o coeficiente de interacdo da variavel X,Y; X e Y sdo
as variaveis independentes. A adequacdo do modelo foi determinada pela avaliagdo do
coeficiente de determinacéo (R?) e o valor do teste de Fisher (valor F), obtidos da analise de
variancia (ANOVA) que foi gerado pelo software. As Superficies de Resposta foram
determinadas para as analises das capacidades antioxidante (DPPH, ABTS+, FRAP) e
antimicrobiana (Disco-difusdo e MIC/microrganismo) e a significancia estatistica do modelo
foram determinadas a 5,0% de probabilidade (o =0,05 ).

Apbs analise estatistica,foi escolhido o extrato que apresentou melhores propriedades
antioxidantes e antimicrobianas, para seu posterior uso, o qual foi denominado de extrato
otimizado (EO).
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A quantificacdo de flavonodides totais e antocianinas foram realizadas nesse extrato,
conforme procedimentos descritos no item 4.4.3. Enquanto que para determinacaodo teor de
fenolicos totais e acido ascorbico (AA) do EO, o método de extracdo foi modificado, tendo
em vista que a polpa e casca de Jameldo in natura apresentaram um alto contetdo de vitamina
C, e como 0 mesmo pode se tratar de um interferente e de modo a ndo ocorrer resultados
superestimados, foi necessaria sua extracdo. Dessa forma, para realizagdo da analise de CFT
foi necessaria a obtencdo de extrato bruto, lavado e lavado aquecido a partir do EO para 0s

quaiso procedimento utilizado esta descrito no item seguinte.

45.6 Determinacdo de fendlicos totais e vitamina C do extrato otimizado.
4.5.6.1 Preparo dos extratos

Os extratos para avaliacdo foram realizados conforme metodologia proposta por
George et al. (2005).Para tal, 1 mL do extrato otimizado foi colocado em baldo volumétrico
de 10 mL e completado o volume com acetona 70%. Em seguida, 1 mL desta solucéo foi
transferido para outro baldo e o seu volume foi completado com agua destilada, de forma que
a concentracdo de acetona na solucdo fosse 7%. Essa solucdo foi chamada de extrato bruto
(EB). Em seguida uma aliquota de 2 mL do extrato bruto foi passada pelo cartucho Oasis
HLB; onde o mesmo foi lavado, duas ou trés vezes, com 2 mL de agua destilada. O filtrado
serd recolhido e anotado o volume final. Essa solucdo serd4 chamada de extrato lavado (EL).
Posteriormente, em um tubo de ensaio com tampa de rosca, serdo adicionados 3 mL do
extrato lavado o qual serad colocado em banho maria a 85°C por duas horas, para a eliminacao
da vitamina C. Essa solucdo serd chamada de extrato lavado aquecido (ELQ).

4.5.6.2 Determinacéao do contetido de compostos fendlicos e vitamina C

O conteudo de compostos fendlicos e vitamina C foi determinado segundo
metodologia descrita por Thaipong et al. (2006) seguindo procedimento descrito no item
4.4.3.2 associado com a descrita por George (2005). Os valores das absorbancias dos EB e EL
foram utilizados para quantificacdo de CFT, enquanto que as absorbancias referentes aos EL e
ELQ foram utilizadas para quantificagdo de AA. Sendo assim, para este método foram
construidas duas curvas padrdes de calibragdes, uma curva de &cido galico nas concentracbes
de (20-160 mg/L) para comparacao dos resultados dos compostos fendlicos e outra curva
padrdo de &cido ascorbico (10-100 mg/L) para comparacdo dos resultados da vitamina C. Os
resultados de fendlicos totais foram expressos em (mg GAE / g de extrato seco), 0s quais
foram obtidos através da Equacgdo 9 e os resultados de &cido ascérbico em (mg AAE / g de

extrato seco) obtidos através da Equacéo 10.
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CFT = ((CEBD X DEB/m) — (CEL x DEL/m)) (equacao 9)
Acido Ascoérbico = ((CEL - CELA ) x (DEL/m)) (equagéo 10)

Onde,
CEBD = concentracdo de acido galico na solucdo de amostra (mg/L) referente ao extrato
bruto (EB) obtido por meio da regressao linear da curva padrao de &cido galico;
m = massa seca de extrato, expressa em gramas;
DEB = diluicdo da amostra, em litros, referente ao extrato bruto (EB);
CEL = concentracéo de acido galico na solucdo de amostra (mg/L) referente ao extrato lavado
(EL) obtido por meio da regresséo linear da curva padréo de acido galico;
DEL = diluicdo da amostra, em litros, referente ao extrato lavado (EL); levando-se em
consideracdo a diluicdo no extrator SPE;
CELA = concentracdo de 4cido ascorbico na solucdo de amostra (mg/L) referente ao extrato
lavado aquecido (ELA);

4.6 Desenvolvimento e testes in vitro das embalagens biodegradaveis e comestiveis

ativas.

4.6.1 Producéo dos filmes ativos

Os filmes ativos foram elaborados com acetato de celulose eamido de milho mais
quitosana e processados utilizando o método casting, descrito por Santiago-Silva et al. (2009)
onde a solucéo filmogénica foiespalhada em placas de vidro (previamente higienizados com
alcool a 70%) para a formacéo do filme.

Para producdo dos filmes de celulose foi empregado método de Santiago-Silva et al
.(2009) e de acordo com esta metodologia, o0 acetato de celulose foi dissolvido em solucdo de
acetona P.A., de modo a obter concentracdo de 3% de celulose (p/v) e 1% de glicerol
(previamente testado com concentragfes variando de 0,5 a 1,0) em seguida a solucéo foi
incorporada do extrato ativo em diferentes concentragdes, e mantidas por 48 h para dissolugéo
completa do acetato de celulose.

Os filmes de amido incorporados com 1% de quitosana foram produzidos seguindo
metodologia de Ugalde (2014) com modificagdes. Inicialmente, foram preparadas trés
solucBes de amido em &gua destilada (3, 4, e 5%), e misturadas com plastificante glicerol (1 e
5%) as quais foram geleificada através do aquecimento da mesma a 80°C por 3 min em placa
de aquecimento, posteriormente nestas solugbes foram adicionados 1% de quitosana,
misturados, e quando necessarios reaquecidos. Aproximadamente 20 gdessas solugcfes foram
despejadas em placas de petri e colocadas para secar em estufa com circulagcdo de ar por

intervalo de 2-5 dias, de modo a avaliar quais as melhores condigdes.
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Ap0s essa etapa, foi escolhida para reproducgdo as peliculas com 4 % de amido e 5%
de glicerol, secas por 48 h, pois a mesma apresentou-se com maior elasticidade e visualmente
melhor. A nova solucdo filmogénica foi obtida conforme Figura 14 e adicionada do extrato
ativo antes da secagem a 40°C por 48 horas.

Figura 14- Producéo de solucdo filmogénica a 4 % de amido (v/p).

Gelatinizacao

T =80°C/3 minutos . “

Fonte: Proprio autor (2017)

O extrato ativo otimizado, selecionado de acordo com os resultados obtidos no
delineamento experimentalfoi incorporado nas emulsdes de modo a testar sua concentracdo
variando de 20 a 60% (v/p) em ambos os tipos de filmes. Depois da completa evaporagédo dos
solventes (acetona), a temperatura ambiente (24 £ 1 °C), e (4gua) 40°C /48h para as bases de
acetato de celulose e amido respectivamente, as peliculas foram removidas das placas de
vidro e acondicionadas num dessecador.

Para ambas as bases, também foram produzidos filmes sem a incorporagédo do extrato,
os quais foram denominados de filme controle. Todos os filmes obtidos foram analisados
quanto a cor, atividade antioxidante e antimicrobiana.

4.6.2 Andlise Colorimétrica dos filmes

A determinacdo da cor foi realizada de acordo com Clarke et al. (2016). Um
colorimetro foi usado para determinar a cor da superficie das peliculas por meio das
parametros L *, a* b *, ce h. A diferenca de cor total entre a amostra e o controle (AE *)

seré calculada de acordo com a equagéo 12:

AE = /(ALY + (80) + (Ab") (Equagdo 12)

A escala de classificacdo para diferenca de cor total relatado pelo Cruz-Romero et al.

(2007) foi usada para classificar os filmes de acordo com a diferenca de cor total. Os
resultados baseiam-se numa média de 5 repeticdes.
4.6.3 Determinagédo da atividade antioxidante dos filmes

A determinacdo da atividade antioxidante dos filmes foi mensurada pelos métodos
ABTS+, DPPH e FRAP.
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4.6.3.1 Método ABTS+
Para avaliar a atividade antioxidante das amostras de filmes pelo método ABTS foi

adotada a metodologia de TongNuanchan et al.(2012) modificada, onde os cortes das
peliculas (1cmx 1cm) a partir de diferentes partes das peliculas foram adicionados em 2,0 ml
de solucéo diluida de radical ABTS (7 mM de ABTS e persulfato de potassio 140mM, A734
= 0,7 £ 0,1). Os filmes sem extrato foram utilizados como controle. A atividade antioxidante
foi expressa em umol de equivalentes de trolox por grama de filmes usando curva padrao.

4.6.3.2 Método DPPH

A capacidade antioxidante dos filmes produzidos, analisada por meio da capacidade
em sequestrar o radical DPPH, foi executada de acordo com Brand-Williams et al. (1995)
com modificacBes. Para quantificacdo nos filmes foram recortados pedacos de 1lcm? e
adicionados 3,9 mL de solucédo de radical DPPH 0,06 mM, deixando reagir por 45 minutos e
em seguida foi realizada a leitura das absorbancias a 515nm. Os resultados foram expressos
em % de inibicdo do radical.

4.6.3.3 Método FRAP
O método empregado foi 0 mesmo descrito no item 4.5.3.3., no entanto ao invés de se
utilizar 100puL de extrato, foram utilizados os filmes variando seus pesos entre 1 e 30 mg de
modo que os valores da aborbancias ndo ficassem fora do intervalo da curva padréo.
4.6.4 Determinagdo da atividade antimicrobiana dos filmes

Para determinacéo da atividade antimicrobiana, primeiramente os filmes de acetato de
celulose e amido foram mantidos sob luz ultravioleta (UV) por 15 minutos de cada lado, em
camara de fluxo laminar, visando a descontaminacao inicial dos mesmaos.

A atividade antimicrobiana in vitro dos filmes foi realizada de acordo com o teste de
difusdo em disco utilizando quadrados de filmes de 1,0x1,0 cm de diametro,seguindo as
metodologias descritas por CLSI (2011) e Gelinski et al. (2007) com adaptacdes.

O inoculo e a semeadura em placas de petri com as culturas dos micro-organismos
para os testes de difusdo dos filmes foram obtidas conforme descrito no item 4.5.4.1 e 4.5.4.2,
no entanto foi verificada a acdo somente sobre as bactérias que foram sensiveis ao extrato.

A leitura dos testes foi realizada com auxilio de uma régua milimetrada, utilizando-se
a medida do tamanho do didmetro dos halos de inibicdo em volta de cada filme, sendo
incluido na medicdo o proprio filme. Foram considerados com agédo antimicrobiana os filmes
que apresentaram formacéao de um halo de inibigcdo superior a 10mm de didametro (GELINSKI
et al., 2007).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracteristicas fisico-quimicas presentes nas amostras de Jamel&o.
Os resultados referentes aos valores de umidade, cinzas, lipideos, pH, acidez,sélidos

soltveis encontram-se na Tabelas 5.

Tabela 5- Caracterizacdo fisico-quimica de amostras de jamel&o.

Umidade Cinzas Lipideos Acidez Sélidos
Amostra* 0 0 . (% de pH (g /100g de Solaveis
(H:0)  (bdecinzas) isiens) c.citrico) (°brix)

Polpa 84,25+0,24a 0,44++0,0b 0,8+0,2a  4,04+0,11a 7,38+0,01b  10,67+0,21b
Casca 68,88+8,07b 0,38+0,01c 0,5+0,1b  3,73+0,04b 5,80+0,17c  11,67+0,32b

E;)SSZ 7,92+0,76¢ 3,14+0,02a  0,82+0,0a 3,56+0,04b  23,81+0,18a 51,67+0,58a

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente a 5 % de significancia.

De acordo com a Tabela 5 é possivel observar que houve uma reducéo significativa
(p<0,05) no teor de umidade, entre todas as trés amostras estudadas, principalmente quando
comparadas as amostras in natura com o pé da casca. Fato esse ja esperado, devido ao
processo de secagem se utilizar de temperatura e consequentemente remover a agua do
produto.

Araujo (2014) e Bezerra (2015) em seus estudos encontraram valores semelhantes ao
obtido neste trabalho, em torno de 84% para a polpa do fruto. Para a fracdo comestivel
(polpa+casca) do jambolédo os valores de umidade relatados por Mussi et al. (2015) e Branco
et al. (2016) foram em torno de 86% e Tavares et al. (2016) encontrou valor médio de 87%,
assim como Soares (2015) que também verificou que os valores variavam de 86 a 90% para a
polpa deste fruto a depender da regido de colheita. Dessa forma, pode-se dizer que os valores
verificados aqui estdo bem proximos aos dos trabalhos citados, porém em relagdo aos Gltimos
autores encontra-se apenas um pouco inferior, 0 que sugere-se que seja devido ao fato de
nessa situacéo se ter separado a pele da polpa.

A casca in natura por sua vez continha um teor de dgua menor comparativamente a
polpa, porém este foi proximo ao obtido por Mussi et. al. (2015) que observou para o residuo
umido um valor intermediario de 62%, e para o residuo seco valores variavam de 4 a 9 %, e
embora a técnica de secagem utilizada por este autor tenha sido diferente (spray drier) os
valores aqui encontrados se encaixa entre os valores citados.

Os resultados das cinzas variaram significativamente entre si, sendo o maior valor

obtido para a farinha da casca e 0 menor para casca in natura. Ayyanar e Subash-Babu (2012)
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relatou em sua reviséo que os valores de cinzas do fruto jameldo variam entre 0,3 e 0,4, sendo
estes compativeis aos obtidos para polpa e casca do fruto.

Pereira et al. (2015) na avaliacdo deste mesmo fruto, encontrou 0,41 g/100g de cinzas,
e esse valor foi semelhante ao obtido aqui para a polpa. Em contrapartida Kapoor e Ranote
(2015) e Lago (2006) verificaram valores de 0,34 %, para polpa, 0s quais se aproximaram do
valor aqui encontrado para a casca.

Ainda na Tabela 5 € possivel observar um aumento no teor de cinzas da farinha da
casca em relacdo a casca in natura, e sugere-se que esse aumento pode ser justificado pelo
aumento na concentracdo de minerais, tendo em vista a remo¢do de agua presente. Esse
mesmo efeito também foi verificado por Constancio (2015) que relatou em seu trabalho valor
de 3,46% de cinzas para a casca do jamboldo liofilizada, o qual foi bem proximo ao
encontrado neste trabalho, apesar do método de secagem ser diferente.

Os valores aqui encontrados para os lipideos (Tabela 5) variaram de 0,5 a 0,82, sendo,
portanto, estatisticamente diferentes. Porém tendo em vista que o jambol&o ndo é uma grande
fonte desses compostos, a variacdo verificada ndo foi consideravelmente importante.

Contudo, os valores aqui obtidos ainda foram superiores aos de alguns trabalhos
encontrados, a saber, nos de Ayyanar e Subash-Babu (2012), Pereira et al. (2015), Lago et al.
(2006) e Santos (2014) que verificaram em seus trabalhos valores de lipideos que variavam
entre 0,15 e 0,35, em polpa e fruto do jambolao.

Soares (2015) por sua vez encontrou valores de 0,04 g/100g de lipideos para a polpa,
0,1 para o néctar e 0,8 para o sherbets, mostrando que mesmo se tratando de produtos da
mesma fruta, vai haver variacao, a depender do restante da composicéo.

Além disso, valores foram semelhantes aos relatados aqui, foram verificados na
literatura por Sa (2008) e Baliga et al. (2011) que encontraram em seus trabalhos valores de
0,55% e 0,6% na fragdo comestivel e fruto do jambol&o respectivamente.

O valor de pH obtido ndo diferenciou significativamente entre a casca in natura e sua
farinha, apenas a polpa apresentou valor um pouco maior e todas as amostras ficaram em
torno de 3,5- 4.

Valores préximos aos obtidos neste trabalho foram relatados na literatura por Branco
et al. (2016), Mussi et al. (2015) e Pereira et al. (2015) que em seu estudos verificaram
valores de pH que variavam de 3,63- 4,15 para a polpa e parte comestivel (casca +semente)
do jamboldo. Essa faixa de valores de pH, caracteriza este fruto como um alimento &cido e
pode favorecer o crescimento de leveduras, com isso, a secagem pode ser uma boa alternativa

para a estabilizacdo do produto, uma vez que a reducdo na atividade de agua em alimentos
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acidos se torna um aliado importante nos processos conservacao desses frutos (CHITARRA e
CHITARRA, 2005; PEREIRA, 2011).

A acidez total titulavel representa o somatério das concentragdes dos acidos presentes
na amostra, de acordo com o acido predominante no alimento que esta sendo analisado
(ADOLFO LUTZ, 2008), que em questdo é o &cido citrico. A acidez total foi maior para a
farinha da casca que para a polpa e casca in natura, e assim como observado para o teor de
cinzas, a remogdo da 4gua, promoveu a concentragdo dos compostos presentes.

Valores superiores de acidez foram encontrados por Mussi (2014) para fracao
comestivel (12%) em relacdo a polpa (9%), extraida mecanicamente, diferentemente do
relatado por Lago et. al. (2006) que encontraram 5,91%,semelhante ao obtido aqui para a
casca.

O teor de solidos soluveis totais é indicativo da quantidade de acUcares existentes no
fruto e € um importante atributo para determinacéo do seu sabor. Os teores encontrados neste
trabalho para as diferentes amostras, foram de 10,67% e 11,67 % para a polpa e casca in
natura respectivamente, os quais foram compativeis com os verificados por Mussi (2014) e
inferiores aos reportados por Branco et al. (2016) e Pereira et al. (2015) para a polpa e por
Pacheco (2015) para o fruto que foram de 17,9%, 33% e 14,3 % respectivamente e superiores
ao relatado por Vizzotto e Fetter (2009) que encontraram 9% para a fragdo comestivel.

Em relagdo a farinha o valor dos s6lidos soluveis foi aumentado em quase cinco vezes,
devido ao fato j& mencionado para os teores de cinzas e acidez.

Borges et al. (2011) explica que a variacdo na composicdo quimica centesimal dos
frutos pode ser dada as caracteristicas ambientais a que estes frutos foram submetidos, ao
estadio de maturacdo, aa disponibilidade de nutrientes nos diferentes solos, as variedades das
arvores de jamboldo de cada regido, além da quantidade de chuva durante a safra .

Na Tabela 6 é possivel verificar os resultados da analise colorimétrica, a qual mostra
que houve diferenca significativa entre as amostras estudadas, para todos os parametros de cor
analisados. No entanto a polpa e a casca in natura apresentaram valores mais proximos
quando comparados a farinha, certamente em funcdo da secagem aplicada & mesma.

Pode-se afirmar que quando a coordenada a* é positiva, o fruto apresenta tom mais
proximo do vermelho e quando negativa apresenta o tom mais préximo do verde e que o
aumento dessa coordenada pode ser explicado pelo teor de pigmento de antocianina presente.
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; PATHARE et al., 2013).

A coordenada b* por sua vez quanto mais negativa indica tom mais préximo do azul,

caracteristica de frutos que contém pigmentos antocianicos. E amostras que apresentam
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maiores resultados de croma (c*) indicam maior pureza ou intensidade da cor. O parametro
L* por sua vez € uma medicdo da luminosidade da amostra, avaliado de maneira a estabelecer
uma escala de cinza, com valores entre preto (0) e branco (100) e os graus hue (H) variam de
0° a 360° e indicam a tonalidade da amostra onde 0° ou 360° possui tom vermelho; 90°
amarelo; 180° o verde e 270° 0 azul (PATHARE et al., 2013).

Tabela 6- Avaliacdo dos parametros de cor das amostras de Jamel&o.

Parametros
Amostra

a* b* c* L H

Polpa 6,000+0,900b  7,675+0,153a  9,575+0,611b 29,675+0,709b  53,950+3,943a
Casca 2,275+0,419c  3,225+0,411b  3,975+#0,171c 45,175+0,713a  58,266+2,460a

Farinha da

Casca 16,775+0,618a  0,250+0,251c  16,775+0,618a 23,575+0,478c  1,133+0,750b

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente a 5 % de significancia.

Sendo assim, os valores apresentados na Tabela 6 indicam que para a luminosidade
(L) a casca e a polpa in natura apresentaram valores maiores tendo em vista o percentual de
agua contido nas mesmas, no entanto esse valor foi reduzido quase em 50% com a retirada de
agua da casca, justificando assim a tonalidade mais escura da farinha. O mesmo pode ser
observado em relacdo a coordenada b* uma vez que como amostra perdeu luminosidade e
escureceu com a desidratagéo, deixou de tender para o amarelo, para ser direcionada para o
azul.

Entretanto para os parametros a* e c*, que indicam direcdo para o vermelho e
intensidade da cor, respectivamente, houve uma inversdo, onde os maiores valores foram
observados para a farinha, tendo em vista que a secagem a baixas temperaturas promoveu a
retirada da agua e um acumulo dos pigmentos antocianicos, caracteristico do fruto. Esses
resultados confirmam os relatos de Severo et al. (2010) que concluiram que a coloragdo dos
frutos de jamboldo (Syzygium cumini, Lamark) varia do verde, quando imaturo, ao roxo-
azulado, quando maduro.

Valores proximos de luminosidade para as presentes amostras foram relatados por
Jampani et al. (2014) e por Barcia et al. (2012) em polpa e fruto de jambolédo
respectivamente, os quais variavam de 23 a 25. Todavia, Soares (2015) reportou valores
superiores para a polpa os quais variaram de 31,46 a 34,59 , a depender do local de coleta.

Eichholz et al. (2011) também encontrou em mirtilo (Vaccinium Myrtillus), valores de
L* proximos ao deste trabalho (24,55), e sugere-se que isso ocorreu devido a esse fruto

também ser conhecido pela quantidade de antocianinas presente em sua composicao.
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Para a coordenada a*, Barcia et al. (2012) e Soares (2015) relataram valores
superiores aos obtidos no presente estudo para a polpa e casca in natura, os quais variaram de
(8,41 a 12,29) e de (7,86 a 10,49) respectivamente, enquanto que para a coordenada b*, os
valores verificados por esses autores foram inferiores e variaram de (-6,57 a -7,22) e (-3,36 a
-5,29) a depender da regido e local de coleta. No entanto, os valores de chroma (c*) obtidos
por eles ( 8,76 a 11,58 ) foram equivalentes aos constatados aqui.

Logo, apesar de as intensidades da cores verificadas por esses autores terem sido
préximas deste trabalho, a coloracdo foi diferente. Essas diferencas naturais possivelmente
ocorrem devido as diversas procedéncias destes frutos.

Os valores de graus hue (H) encontrados neste trabalho para polpa e casca foram em
torno de 55°, enquanto que para farinha se aproximou de 0°. E segundo Soares (2015) valores
que se distanciam de 360° indicam maior presenca da tonalidade azul. Dessa forma, pode-se
afirmar que os frutos de jamboldo possuem tonalidade vermelha-azulada e que essa é
indicadora de que esses possuem antocianinas em sua composicao.

Foi verificado no trabalho de Mussi et al. (2015) que obtiveram a farinha do Jamelédo
por meio de secagem do mesmo em leite de Jorro, valores proximos de luminosidade ao
relatado aqui para o p6 da casca os quais variaram de 14,6 a 23,8 a depender do tempo de
secagem. Quanto ao parametro a*, seus valores foram inferiores uma vez que ficaram entre
7,2 € 9,2 e em relagcdo ao parametro b* esses autores observaram gque ocorreu um aumento ao
longo do tempo de secagem e as amostras ficaram com coloracdo mais clara e os valores
ficaram entre -0,2 e 1,0, sendo estes superiores ao nosso, logo a farinha aqui obtida foi de uma
tonalidade mais escura.

Uma vez que baixos valores de luminosidade associados a altos valores da coordenada
a* indicam que a tonalidade estd mais proxima do preto, que € confirmada pela cor
caracteristica dos frutos de jamboldo que apresentam coloracdo entre roxa a azul, devido a
presenca de pigmentos de antocianinas (AYYANAR e BABU, 2012).

As diferencas nos valores dos pardmetros colorimétricos entre os trabalhos, podem ser
associadas a variagdes climaticas e nutricionais do solo, ponto de colheita, estddio de
maturacdo, entre outras, resultando em diferencas na quantidade de pigmento acumulados
(SILVA et al., 2011).

5.2 Compostos bioativos e atividade antioxidante presentes nas amostras de Jamel&o.
Os resultados dos compostos biativos referentes aos valores de clorofila total,

carotendides, p-Caroteno e Vitamina C podem ser vistos na Tabela 7.
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Nessa tabela é possivel observar que nao houve diferenca significativa nas analises de
clorofila total, B-caroteno e vitamina C para a casca in natura e para a farinha, no entanto
estas diferiram significativamente da polpa do jameldo, apresentando a polpa valores menores
para 0s mesmos. Entretanto, nos valores de carotenoides totais houve diferenca entre as trés
amostras estudadas.

Tabela 7- Médias das avaliacdes de Clorofila, Carotenoides, B-Caroteno e Vitamina C, presentes nas
amostras de Jamel&o.

Amostra Clorofila Total Carotenoides B-Caroteno Vitamina C
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)
Polpa 1,24 +0,04b 1,09+0,02¢c 0,52+0,00b 47,71+3,73b
Casca 5,39+0,81a 7,71+1,55a 3,48+0,57a 20,33+6,00a
E:Sr(':';ha 9d 5464053 5,03+0,61b 2,59+0,34a 20,91+3,60a

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente a 5 % de significancia.

De acordo com Rai et al. (2011), os frutos maduros de jamel&o s&o considerados como
desprovidos de cor verde, ou seja, de cloroplastos, uma vez que basicamente eles sdo de cor
roxa. No entanto, seu estudo indicou a presenca de clorofila na fruta com teor inicial de 13,88
mg / 100 g de frutas. Sendo este superior aos verificados neste trabalho para todas as amostras
estudadas (1,24 a 5,4mg/100g). Ja Rufino et al. (2010) reportaram teores de 0,9 mg/100g,
semelhantes aos relatados para a polpa na presente pesquisa.

Os valores de carotendides totais aqui expostos para polpa e casca respectivamente
foram préximos aos obtidos por Barcia et al. (2012) que relatou em seu trabalho valor em
torno de 0,91 mg/100g de jambolao, a depender do local de colheita.

Contudo, outros autores verificaram valores inferiores ao deste, a saber, Faria et al.
(2011), Rufino et al. (2010) e Vizzoto e Pereira (2008) que obtiveram em seus trabalhos na
avaliacdo da polpa deste fruto, teores de 0,089mg /100g, de 0,51mg/100g e de 0,43 mg
equivalente de a-caroteno /100g, respectivamente.

Para a casca do jambol&o ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem o teor de
carotenoides totais. No entanto Matietto et al. (2010) em avaliacdo desse teor em frutos de
caja com e sem casca verificou que o valor obtido para para caja com casca foi superior ao da
caja sem casca (38 e 28 ug/g respectivamente), logo de acordo com este trabalho e com os
resultados obtidos aqui, verifica-se que a casca pode ser considerada como grande fonte

desses compostos.
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Em relacdo ao teor de P-caroteno, Paul e Shaha (2004) encontraram valores de
50mg/100g de polpa do jameldo, diferentemente da presente pesquisa, onde 0s valores
variaram entre 0,5 e 3,4mg/100g.

Silva L.M.R. et al. (2014) identificaram presen¢a de p-caroteno em diferentes frutas
tropicais cultivadas no Brasil e observaram que acerola, caju, maméo e pitanga sdo excelentes
fontes deste carotendide cujos teores foram de 2,623 2,024 e 1,564 mg/ 100g,
respectivamente. Como os teores obtidos para a casca do jameldo na presente pesquisa foram
superiores aos reportados por Silva et al. (2014), pode-se afirmar que a casca deste fruto é
uma 6tima fonte de B-caroteno.

Relacionado a vitamina C, Vizzoto e Fetter (2009) afirma que essa é a vitamina em
maior abundancia no jameldo. Neste trabalho observou-se que ndo houve diferenca estatistica
entre 0s teores presentes na casca in natura e na farinha, mostrando que independente da
secagem a vitamina manteve-se na amostra. No entanto estas amostras diferiram da polpa,
uma vez que a mesma apresentou maiores teores (47,71mg/100g) quando comparados as
outras (aproximadamente 20mg/100g).

Pacheco (2015) estudando a polpa de jamboldo reportou para o teor de vitamina C,
valor semelhante ao da presente pesquisa, o qual foi de 43,98mg/100g.

Todavia, encontram-se na literatura alguns trabalhos onde os teores de vitamina C do
jameldo foram superiores aos encontrados nessa pesquisa como o de Brandao et al. (2011)
que verificaram valores entre 6,51mg/100g a 50,1 mg/100g a depender do estagio de
maturacdo do fruto; o de Rai et al. (2011) que reportaram teor de 55,50mg/100g, bem como o
de Soares (2015) que relatou valores de 146,37mg/ 100g.

No entanto, ha também alguns trabalhos que reportaram teores inferiores como o de
Baliga et al. (2011) que encontraram valor de 30 mg/100g de fruta , o de Ayannar e Subash-
Babu (2012) que constataram teores que variavam de 5,7 a 18mg/100g de polpa e o de
Kapoor et al. (2015) que reportaram teores de 21,77 e 18,29 para o fruto e a polpa processada,
respectivamente.

Em relacdo a p6 da casca do jamboldo, ndo foram verificados na literatura trabalhos
referentes ao teor de acido ascorbico. Entretanto, foram encontrados trabalhos com o p6 da
polpa, os quais reportaram valores superiores (BORGES, 2011 e GORDON et al. 2011) e
inferiores (KUBOLA et al. 2011) ao da presente pesquisa. Assim, o tipo de amostra (polpa) e
a técnica de secagem (spray drier e liofilizacdo) utilizada por esses autores, foram os fatores
gue possivelmente podem ter contribuido para tal resultado.
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Mas além do &cido ascorbico, o jameldo possui alto teor de outros compostos
funcionais, como os compostos fendlicos, flavondides e antocianinas, os quais estdo

respresentados na Tabela 8.

Tabela 8- Média dos compostos bioativos referente aos compostos fendlicos totais (CFT),
Flavondides totais (FT) e Antocianinas monomeéricas totais (TMA).

Fendlicos Flavondides Antocianina
Amostra (mg GAE.g/g) (mg QE/qg) (mg CE/1009)
Polpa 14,81+1,13b 1,74+1,15b 113,25+0,85h
Casca 173,09+3,92a 10,54+0,53a 1040,2+2,52a

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente a 5 % de significancia.
GAE= equivalente ao acido galico; QE= equivalente a quercetina; CE= equivalente a cianidina.

O conteudo de compostos fenolicos totais (CFT) expressos para a polpa na referida
tabela foi de 14,81 mg EAG/g enquanto que na casca verificou-se neste trabalho que seu valor
foi cerca de dez vezes maior (173,08 mg EAG/g) ao relatado para a polpa, diferindo portanto
estatisticamente entre si.

Valores proximos ao obtido na presente pesquisa para a polpa, foram relatados por Rai
et al. (2011) que ao avaliar o jambol&o encontrou teor de CFT de 1175,18 mg/100g de fruta
fresca e por Singh et al. (2016) que relatou para extrato da polpa deste fruto teor de 11,74
mg GAE / g.

Entretanto, diversos autores que também avaliaram a polpa e/ou fruto do jambolédo
reportaram valores de CFT inferiores aos deste, a saber, Soares (2015), Faria et al. (2011),
Brand&o et al. (2011) e Reynertson et al. (2008) que verificaram em seus trabalhos valores de
150 a 195mg/100g; 148,3 mgGAE/100g; 208mg/100g e 995 mg GAE / 100g respectivamente.

Em outros frutos roxos, como o mirtilo (AABY et al. 2013) também foi encontrado
teor inferior ao do presente trabalho (564mg GAE/ 100g), apesar desse fruto ser
reconhecidamente rico em CFT.

Todavia, Pereira (2011), Bezerra (2015) e Kapoor et al. (2015) em avaliagdo da polpa
de Syzygium Cumini L, reportaram valores superiores ao deste estudo, 0s quais variaram de
19,27 mg GAE/g a 22,50 mg GAE/g

No trabalho de Pacheco (2015) por sua vez, ele percebeu que ao analisar 10 tipos de
frutos, o Jameldo, foi o que dentre eles possuiu o maior valor de CFT, confirmando a
funcionalidade deste fruto.
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Em relagdo ao teor de CFT da casca ndo foram encontrados na literatura trabalhos que
analisem especificamente essa parte do fruto, o Unico relato encontrado diretamente com a
casca foi de uma infusdo feita a partir da pele desse fruto, a qual mostrou a presenca de cerca
de 100 mg / g de fendis (BANERJEE et al., 2005), e foi inferior ao obtido neste estudo.

Apesar de ndo se encontrar relatos de trabalhos com a casca seca deste fruto, o valor
de CFT obtidos para essa amostra foi proximo ao encontrado por Peixoto e Freitas (2013)
(143 mg GAE / g) em avaliacdo de sementes secas de S. cumini.

Mediante a essa afirmacdo percebe-se a necessidade de trabalhos com essa parte do
fruto, em contrapartida, de acordo com os resultados aqui obtidos e os inimeros trabalhos
citados também se pode afirmar que todas as partes de S. cumini, tém um alto contetido
polifendlico e que ainda huma mesma fruta os teores de compostos fendlicos totais presentes
podem variar devido a diversos fatores, como, a umidade, o tipo de solo, o clima durante o
desenvolvimento (DJERIDANE et al., 2013), variagdo na maturidade (BIEGELMEYER et
al., 2011), diferencas genéticas e condi¢cdes de armazenamento na pos-colheita (PINTO et al.,
2010) e diferente localizacdo geogréafica dos frutos. (MARTINS et al., 2011;CHENG et al.,
2012). Além disso, 0 método de preparo do extrato, diferencas no solvente de extracdo, tempo
de extracdo e a base utilizada para medir (g extrato ou g material) também sdo fontes de
variacdo (CROZIER et al., 2009).

Os flavondides é o maior grupo entre os fendlicos das plantas, que tém sido descritos
como tendo muitos beneficios para a satde devido as suas propriedades antioxidantes, cardio-
protetoras e anti-cancerigenas (CELLI et al., 2011).

Os teores de flavonoides obtidos para a polpa e casca neste trabalho (Tabela 8)
também diferiram entre si a 5% de significancia e estes foram de 1,74 e 10,54 mgQE/qg,
respectivamente.

Rai et al. (2011) e Bezerra (2015), reportaram em seus trabalhos valores semelhantes
ao obtidos neste para a polpa, os quais foram de 115mg /100g para o fruto e 165,4 mg /1009
para a polpa respectivamente, onde os flavonoides encontrados foram mirecetina e cianidina.

Enquanto que valores superiores aos deste trabalho foram relatados por Benherlal e
Arumughan (2007), que observou para a polpa e sementes 30 e 25,30 mg QE / g e por Singh
et al. (2016) que encontrou total de flavonoides de 5,73 mg QE / g para extrato polifenolico
do fruto jambol&o, o que se deveu principalmente a presenca de antocianinas (uma classe de

compostos flavonoides).
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Faria et al. (2011) e Branco et al. (2016) por sua vez , neste mesmo fruto verificaram
valores de 94,2 mg de catequina/100g e 25,29 mg QE/ 100g para o teor de flavondides, os
quais foram inferiores ao desta pesquisa.

E ainda em avaliacdo do teor de flavonoides do Jameldo, agora utilizando diferentes
solventes, Pacheco (2015) verificou que os melhores valores em ordem decrescente foram
obtidos quando utilizados, os solventes acetona, etanol e metanol, os quais apresentaram
respectivamente valores de 94,5; 86,7 e 131mg QE/100g, porém todos estes resutados foram
inferiores aos relatados neste trabalho.

Segundo Biegelmeyer et al. (2011) a composi¢do das amostras interfere diretamente
na qualidade e atividade bioldgica das mesmas, e com isso foi possivel constatar que a casca
apresentou resultados bem superiores a polpa, mas, bem como nas demais analises, para esta
também ndo foram relatados trabalhos na literatura, utilizando essa matéria-prima.

Neste trabalho foram verificados valores de antocianinas de 113,25 e 1040,2 mg/100g
(Tabela 8) para polpa e casca respectivamente, sendo estas diferentes entre si (p<0,05), uma
vez que a ultima foi cerca dez vezes maior que a primeira.

Resultados semelhantes ao obtido para a polpa, foram verificados por Barcia (2009),
Benherlal e Arumughan (2007), Rufino et al., (2010), Faria et al., (2011), Aradjo (2014) e
Kapoor et al. (2015) que constataram teores de antocianinas que variavam de 93 mg / 100g -
134 mg / 100 g em polpa de jamboldo a depender da regido coletada e do solvente utilizado.
De igual modo, Jampani et al., (2014), Chowdhury e Ray (2007) e Vizzoto e Pereira (2008)
também obtiveram valores semelhantes porém, para avaliacdo dos frutos de S.cumini, os quais
variaram de 123,7mg/100g - 141 mg/100 g.

No entanto, outros autores como Sa et al. (2008) e Mussi (2014) encontraram para a
polpa de S. cumini (L.), valores inferiores aos relatados aqui para antocianinas, sendo estes de
68,5 mg/100 g e 63mg/100g de amostra, respectivamente, contudo no trabalho de Sa o teor
encontrado para este fruto foi superior aos encontrados para os frutos de acai, camu-camu,
uva e amora.

Valores superiores, porém, foram relatados para polpa por Branco et al. (2016), por
Bezerra (2015), por Veigas et al. (2007) e por Brito et al. (2007) que verificaram
respectivamente valores de 216mg/100g ; 624mg/100g ; 230mg/100g ; 771 mg EC/ 100 g a
depende do tipo de solvente utilizado e da base utilizada para expressar o resultado.

Ao comparar o teor de antocianinas presente na polpa de jamboldo com outras frutas
vermelhas como: mirtilo da variedade (Powder blue) (140mg/ 100g e 29mg/100g) (SOUZA et
al., 2014; YOU et al., 2011), acai (22,8mg/100g), amora preta (58mg/100g), cereja (26
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mg/100g) (SOUZA et al., 2014), morango (23,7mg/100g) (KUSKOSKI et al., 2006) e camu-
camu (30-54mg/100g), sendo este Ultimo pertencente a mesma familia do jambol&o, observa-
se que o teor presente no jamboldo é comparavel com o do mirtilo, fruta reconhecida por essa
riqueza, podendo também ser recomendada como fonte deste composto, tanto para 0 consumo
in natura quanto para utilizacéo na industria de alimentos ou farmacéutica.

Em relagdo a casca do jameldo, poucos trabalhos foram encontrados, a saber, o de Sari
et al. (2012) que estudou a estabilidade das antocianinas do jameldo em um sistema modelo
de bebidas, o de Mussi et al. (2015) que avaliou o efeito da secagem sobre a atividade
antioxidante e antocianinas do residuo de jamboldo e o de Tavares et al. (2016) que estudou
0s compostos fendlicos presentes na polpa e casca de jamel&o.

No estudo de Sari et al. (2012) foi verificado teor de 4370 mg EC /L de antocianinas
e no de Mussi et al. (2015) foram reportados valores que variavam de 6,2 a 6,5 g/100g. Estes
valores foram superiores ao obtido no presente trabalho em vitude das diferentes condicdes
utilizadas.

Todavia, no estudo de Tavares et al. (2016) foram encontrados valores inferiores uma
vez que os teores de antocianinas relatados por esses autores para a polpa e casca do fruto
foram de 59,42 e 210,58 mg/ 100g de peso seco respectivamente.

Para casca de outros frutos, como o jambo, Augusta (2011), verificou menores teores,
0s quais variaram entre 116,25 a 300,54mg/100g a depender do método utilizado.

Com isso, mediante aos resultados encontrados e os trabalhos mencionados , constata-
se que os valores de antocianinas, flavonoides e fendlicos variam bastante entre os estudos,
uma vez que ha uma gama de fatores intrisecos e extrinsecos que podem atuar na composicao
e determinacdo dos mesmos. Contudo, os valores encontrados aqui para as amostras,
principalmente para a casca, mostra que as mesmas Sdo ricas em compostos funcionais
bioativos.

Neste trabalho ainda foram utilizados os ensaios DPPH, ABTS e FRAP para avaliar a
capacidade antioxidante da polpa e casca do fruto Jamel&o. E de acordo com a Tabela 9 pode-
se perceber que para todos os métodos analisados, a casca apresentou atividade antioxidante
superior a polpa, logo os resultados de ambas foram diferentes entre-si (p<0,05).

Para os ensaios DPPH e ABTS, quanto maior € a quantidade de antioxidantes na
amostra, maior é a inibicdo dos radicais livres. No entanto, a atividade antioxidante dos
compostos, pode também ser dada pelo valor de EC50, que significa a concentracdo
necessaria para redugdo de 50% da concentragdo inicial dos radicais, as quais geralmente séo
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aplicadas ao ensaio DPPH. Ressalta-se ainda, que quanto menor o valor de EC50, maior a
atividade antioxidante do composto analisado.

Tabela 9- Atividade Antioxidante da polpa e casca do Jameldo in natura em base seca.

DPPH (EC 50 %) (ug/g ABTS (umolde TE)/g FRAP (umol de Fe (I1)/ g

Amostra de extrato b.s. de extrato b.s. de extrato b.s.
Polpa 246,85+ 59,90 a 159,32+13,24b 2485,17+75,90h
Casca 55,05+8,39h 1705,69+139,84a 4681,19+167,21a

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo diferem estatisticamente a 5 % de significancia.

Os valores de EC50, obtidos por regressdo linear, para os extratos de jamboldo da
polpa e da casca, mostraram elevados coeficiente de determinagdo, que foi R? = 0,995. Além
disso, foi verificado que a percentagem de inibicdo do DPPH variou de 6 a 23% ao variar 0
volume de extrato utilizado de 25 a 100 microlitros e que o valor necessario para inibir 50%
do radical foi 246,85 e 55,05ug/ g de extrato b.s (Tabela 9) para a polpa e casca
respectivamente.

Sheik et al. (2011) ao avaliar atividade antioxidante de diversos produtos de jameldo
verificou que a percentagem de inibicdo do radical DPPH variou de 15 a 95 % a depender do
produto, logo as porcetangens de inibicdo aqui obtidas se enciaxam dentro dessa faixa.

Todavia, valores de percentagens superiores foram relatados por Kapoor et al. (2015)
que encontraram em seu trabalho para jameldo fresco e para a polpa processada, 91,83% e
88,6% de atividade antioxidante frente ao radical DPPH, por Rai et al. (2011) que verificou
percentagem de inibicdo de 61,56% em extrato da fruta Jameldo frente ao DPPH e por
Pacheco (2015) que encontrou percentuais de inibicdo dos radicais DPPH e ABTS para o
fruto Szygium cumini em extratos metanolicos 80%, etanolicos 80% e acetonicos 80%
respectivamente de 94,53% e 64,54%; 95,3% e 53,5%; 93,7% e 61,5% E apesar desses
autores obterem maiores percentagens de inibi¢do, a linearidade dos dados aqui obtidos
aplicando diferentes concentragcfes do extrato proporcionaram uma boa atividade antioxidante
(baixos valores de EC 50%) por este método.

N&o obstante a esses, hd na literatura inimeros trabalhos que também avaliaram a
atividade antioxidante do jamelao por diferentes métodos. Como no de:

Soares (2015) que relatou em seu trabalho que a concentragéo de EC50 variou de 756

a 954 pug. ml™ para extrato aquoso e de 639 a 1138 pg. ml™* para extratos etanolicos da polpa.



70

Branco et al. (2016) que avaliando a polpa de Jameldo in natura e pasteurizada
constatou valores de EC50 de 53, 225 e 83,16 g de fruta/g DPPH respectivamente.

Plaza et al. (2007) que observou valor de EC50 dos radicais DPPH sequestrados,a
partir de diferentes fracbes de extrato de Jameldo valores que variavam de 0,038-0,45
mg/mL.

Em avaliacdo feita Benherlal e Arumughan (2007), foram constatados que os extratos
etanolicos de polpa, sementes e casca de sementes apresentaram valores de EC50 de 158,0,
8,6 € 48,0 ng / mL, respectivamente .

Bezerra (2015) por sua vez verificou para a fruta atividade antioxidante de 163,34
umol de TE/g para o radical do DPPH.

Ao analisar frutos verdes de Syzygium cumini secas a 40°C em estufa , Veber et al.
(2015) encontraram diferencas entre a capacidade antirradical livre (DPPH) em relacdo ao
tipo de extrato utilizado, tendo em vista queos valores variaram entre 2270 a 3750 pg.mL-1
para extrato aquoso e hidroetanolicos a 25% e 50 % (v/v), respectivamente.

Em relacdo a casca:

Veigas et al. (2007) perceberam que a concentracdo necessaria para inibir o radical
DPPH,a partir do extrato rico em antocianina extraido da casca do jameldo foi dependente da
dose aplicada. A uma concentracdo de 2,5 ppm, a atividade do extrato foi de 78,2%, enquanto
que o padrdo BHA exibiu apenas 41,6% de atividade na mesma concentragdo, comprovando
assim que o extrato da casca da fruta é mais potente eliminador de radicais livres do que o
antioxidante sintético BHA amplamente utilizado. Além disso, eles notaram que
concentragdes tdo baixas quanto 1,39 ug / ml foram suficientes para inibir cerca de 50% do
DPPH.

Banerjee et al. (2005) por sua vez, encontraram valor de EC50 de 168 pg / ml para
extrato de casca de Jamel&o preparado a partir de infusdo por 5 minutos em &gua em ebulig&o,
sendo este superior ao obtido no presente trabalho, o que possivelmente ocorreu pelo fato de o
extrato ter entrado em contato com elevadas temperaturas.

Na avaliacdo das propriedades antioxidantes de extratos de antocianina natural e co-
pigmentada da casca do jameldo em um sistema modelo de bebida, Sari et al. (2012)
verificaram que os valores de DPPH variaram entre 47,54 e 354,58 pg Equivalente de Ac.
Ascorbico / mL e concluiram que a adi¢do de co-pigmentos em bebidas aumentou a atividade

de remocéo de radicais.
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Os radicais ABTS sdo mais reativos do que os radicais DPPH e, ao contrario da reacdo
com os radicais DPPH, que envolvem transferéncia de atomos H, as reacdes com radicais
ABTS + envolvem um processo de transferéncia de elétrons.

No estudo de Singh et al.(2016) verificou-se que as atividades de eliminacdo de
radicais livres de DPPH a partir de extrato polifendlico de jameldo (JPFE) foram 6,7 mM TE /
g de extrato seco enquanto que para o radical ABTS foi de 8,2 mM TE / g de peso seco. No
método FRAP o valor encontrado por esse autor para JPFE foi de 7,5 mM TE / g de peso
seco. Os mesmos relatam ainda que as altas atividades antioxidantes do JFPE podem ser
atribuidas a presenca de polifendis com alta atividade antioxidante e efeitos sinérgicos. Além
disso, constatou-se neste trabalho que o melhor método para avaliar a atividade antioxidante
foi o ABTS, por ser ele o que exibiu maior valor de atividade.

E assim como Singh et al.(2016), Aquil et al. (2012) também verificou que o método
ABTS foi 0 que se destacou dentre os métodos utilizados para avaliar a atividade antioxidante
de extratos de jameldo, uma vez que concentracdes muito mais baixas de antioxidantes, foi
suficiente para eliminar 50% dos radicais ABTS (11,8 pg/ ml e 17,2 ug / ml) em comparagao
com DPPH (79 pg. ml™ e 90pug. ml™?) e com o método FRAP (52 ug / ml e 80 ug / ml) em
extratos da polpa hidrolisada e ndo hidrolisada, respectivamente.

Contudo, diferente dos trabalhos acima, nesse estudo, foi visto que o método que
exibiu maiores valores foi o0 FRAP.

E assim como presente trabalho, Zhang e Lin (2009) em avaliacdo de antioxidantes
dos taninos extraidos da casca do Jameldo verificaram que para inibir 50% do radical DPPH
era necessario uma concentracdo de 165 pg / mL . Enquanto que a atividade antioxidante
reportada para o método FRAP exibiu maior valor, o qual foi de 3250umol eq. de
Ac.Ascorbico/g,

Todavia, Rufino et al. (2010) encontrou valores de atividade antioxidante para DPPH,
valor de EC50% de 938g/g DPPH , de ABTS de 125 pmol TE/g e de FRAP de 173,9 umol
de FE2SO4 g para o fruto Jamel&o, os quais foram inferiores aos obtidos no presente trabalho.

No trabalho de S& et al. (2008) os valores médios de antioxidantes da fracéo
comestivel do fruto do jameldo quantificados através do método ABTS foram de 262,13
+8,02 umol. Eq Trolox / 100g de amostra, estando estes valores muito acima da média dos
valores encontrados em frutos como amora, de 4,3 = 0,2, para polpa de uva 7,0 = 0,3, para
polpa de acai de 6,9 £ 0,2, para polpa de goiaba de 5,9 £+ 0,9, para polpa de morango de 9,2 +
0,01, para polpa de acerola de 53,2 + 5,3, para polpa de manga de 12,9 + 0,2, para polpa de
graviola 2,88 + 0,2, para polpa de cupuacu 0,73 + 0,2 e para polpa de maracuja de 0,9 + 0,2,
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segundo Kuskoski et al. (2006), destacando-se mais uma vez o potencial antioxidante deste
fruto.

Os polifendis tém sido comprovadamente antioxidantes fortes contra a oxidacdo de
biomoléculas em sistemas alimentares (YU e AHMEDNA, 2013). Em geral, 0 nimero e a
posicdo de hidrogénios doados pelo anel aromatico dos polifendis determinam diretamente as
suas capacidades antioxidantes. Banerjee, et al. (2005) relataram que compostos fenolicos
diferentes das antocianinas podem ser os principais contribuintes para a atividade antioxidante
da casca do fruto de jambol&o.

Em contrapartida, alguns autores sugerem que outros flavonoides e acidos fendlicos
sdo tdo importantes como antocianinas para a eliminacdo de radicais livres a partir de
S.cumini. Alguns estudos sobre o potencial antioxidante de compostos fendlicos em alimentos
ou frutas tém demonstrado a existéncia de sinergia ou efeitos antagdnicos entre os diversos
antioxidantes presentes na matriz de alimentos; assim, atividade depende n&o s a estrutura
dos flavonoides e/ou fendis, mas também sobre o local que disse sdo encontrados (BRANCO
etal., 2016; PALAFOX-CARLOS et al., 2012; IDANNOU et al., 2012).

Dessa forma, a alta atividade antioxidante encontrada no jameldo pode ser devido a
esses compostos acima citados, uma vez que neste fruto contém todos estes, além disso, 0
clima da regido pode ter influenciado diretamente na quantidade dos compostos presentes no
fruto, uma vez que sob temperaturas mais elevadas, as plantas tendem a sofrermais estresse e
para combater esse fator € gerado maiores quantidades de compostos funcionais ja que 0s

mesmos também funcionam como barreira de protecdo ao elas .

5.3 Otimizacéo da producéo de extratos com capacidade antioxidante e antimicrobiana
De acordo com Herrera e De Castro (2005) diversas variaveis experimentais, tais
como amplitude do ultra-som, tempo e temperatura de extragdo, composi¢do do solvente e
relacdo solido-liquido determinam a eficacia global de extratos assistidos por ultrassom.
Dessa forma neste trabalho optou-se por avaliar a influéncia da composicdo do
solvente (etanol) e relacdo sélido-liquido por meio de um desenho experimental, na
concentra¢do de compostos antioxidantes e antimicrobianos inerentes a casca de jameldo em
po.
5.3.1 Atividade Antioxidante da Farinha da casca
Na Tabela 10 estdo apresentados os valores reais e codificados das variaveis
independentes e a quantificagdo da atividade antioxidante pelos métodos DPPH E ABTS e

potencial de reducéo de ferro (FRAP) obtida para cada ensaio. Em todas as respostas para
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cada extrato, foi realizada a analise de variancia dos dados, e na sequéncia gerada a superficie
de resposta.

Tabela 10 - Planejamento fatorial, com valores reais e codificados para o estudo do efeito das
variaveis na capacidade antioxidante da farinha da casca de jamel&o.

ABTS FRAP

Ensaio Concentragao de Razéo DPPH- (umol e (umol de
Etanol (%) Amostra:Solvente  EC 50% TE/g) FE (11)/q)

1 70 (-1) 1/5 (-1) 14,162 4348731 4212,757
2 70 (-1) 2/15 (0) 38 872,0577  6608,58
3 70 (-1) 1/10 (+1) 9,96 921,0317  7042,063
4 80 (0) 1/5 (-1) 31,48  429,2376  3502,839
5 80 (0) 2/15 (0) 31,89 2454934 3116,407
6 80(0) 1/10 (+1) 26,83  300,6487 5386,394
7 90 (+1) 1/5 (-1) 20,67  191,9192 3242,115
8 90 (+1) 2/15 (0) 34,47 2955061 3542,465
9 90 (+1) 1/10(+1) 15,67  161,5131 2910,122
10* 80 (0) 2/15(0) 9,87 370,3358 2058,302
11* 80 (0) 2/15(0) 1456  219,6214 2612,689
12* 80 (0) 2/15(0) 20,99  201,0744 3282,299

*Repeticdes no ponto central

De acordo com a Tabela 10, pode-se perceber que o ensaio 3 (concentracdo de etanol
de 70% e razdo 1/10) foi o tratamento que apresentou maior atividade antioxidante e poder
redutor, entre todos 0s ensaios analisados, para avaliacdo por ABTS, DPPH e FRAP, logo esta
combinacéo entre os parametros, foi a que melhor possibilitou a extracdo de substancias com
propriedade antioxidante. Entretanto na analise por DPPH, os ensaios 3 e 10 (ponto central 1)
ndo diferiram entre si e com isso apresentaram um maior potencial antioxidante. Em
contrapartida o mesmo ndo foi verificado para as menores atividades antioxidantes, ja que
estas foram exibidas no ensaio 8 para o método DPPH, no ensaio 9 para avaliacdo por ABTS
e no ensaio 10 para o poder redutor . O ensaio 5 por sua vez, apesar de se tratar das mesmas
condigdes dos pontos centrais, apresentou maior valor em compara¢do aos mesmos ( ensaios
10, 11 e 12) provelmente em funcdo de alguma deficiéncia nas andlises.

Apesar do tratamento 3 ter sido o que melhor extraiu 0os compostos antioxidantes,
apenas o fator concentracdo de etanol influenciou significativamente na resposta, enquanto a
razdo amostra:solvente ndo exerceu influéncia significativa (p<0,05) como pode-se observar
nas proximas tabelas e figuras. Entretanto, Sahin e Samli (2013) observaram que a relagédo
solido:liquido foi significativa para a atividade antioxidante de extratos obtidos a partir de

folhas de oliveira.
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5.3.1.1 DPPH

Os modelos quadraticos gerados para andlise da concentracdo necessaria para inibir
50% do radical DPPH néo foram significativos (p>0,05). Isso pode ser observado através do
gréfico de pareto (Figura 15), o qual mostra claramente que nenhum dos fatores estudados,
nem a interacdo linear (L) ou quadrética (Q) entre eles, tiveram influéncia significativa na
resposta. Com isso, a equacdo gerada ndo pode ser aplicada uma vez que os fatores nédo
tiveram influéncia e os valores observados ficaram distante dos preditos. Além disso, devido
ao fato de o modelo ndo se adequar as faixas, 0 R? gerado foi baixo (0,34), logo n3o se fez
necessario exibir a superficie de resposta. No entanto, de acordo com a Figura 16 pode-se
observar que as menores concentracoes de extratos foram obtidas quando utilizado o etanol 70
% (A) e arazdo 1:10 (B), o que confirma os valores obtidos na Tabela 10.

Figura 15 — Efeito das variaveis concentragdo e razdo nos valores de EC50% para o radical
DPPH .
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Figura 16 — Graficos de média e limites de confianca a 95% para concentracdo de etanol (A) e
razdo (B) nos valores de EC50% para o radical DPPH .
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Alguns autores relataram valores semelhantes aos encontrados neste estudo, como
Peixoto e Freitas (2013) que avaliaram extratos de sementes de Syzygium cumini liofilizadas e
secas por pulverizacdo e encontraram IC50 de 9,99 e 10,74 pg / mL, respectivamente.

Zekovic et al. (2017) em avaliacdo da influéncia dos fatores temperatura, tempo de
extracdo e poténcia de ultrassom em método assistido por ultrassom (EAU) e concentracéo
de etanol , tempo de extracdo e relacdo solido-liquido em método assistido por microondas
(MAE) para extratos de salvia, verificaram que os fatores temperatura (para EAU) e
concentracdo de etanol (para MAE) foram os mais influentes parametros de extracao, e que as
maiores atividades antioxidantes dos extratos (9,02 pg / mL e 10,40 pg / mL para EAU e
MAE, respectivamente) foram obtidas quando aplicada maiores temperaturas (EAU) e
menores concentracdo de etanol e maiores propor¢des solido:liquido (MAE), os quais foram
equivalentes com os resultado aqui obtidos tanto para os parametros de influéncia como para
as atividades exibidas.

Borges (2011) ao analisar a atividade antioxidante dos bagagos de acerola, caja-umbu,
pitanga e Jameldo por DPPH em extratos aquosos e etandlicos 70,80 e 100%, observou que 0s
maiores valores foram obtidos para o Jameldo, para a pitanga e acerola nos sistemas etanol 70
e 100% e o menor para 0 cajad-umbu em todos os sistemas. E Chanioti e Tzia (2017)
encontraram valores de antioxidantes por DPPH que variavam de 162 a 209 umol de TE/g
para extrato de 6leo de bagaco de azeitona. Onde seu melhor sistema extrator se deu no ponto
central (Temperatura de 50°C, Proporcao solido:liquido de 1:8 e tamanho da particula de
1mm).

Dessa forma, € possivel verificar nos trabalhos citados acima, que quando utilizada a
menor proporc¢éo de solvente (BORGES, 2011; ZEKOVIC et al. 2017) e a maior razéo soluto:
solvente (ZEKOVIC et al., 2017; CHANIOTI E TZIA, 2017) foi possivel extrair uma melhor

quantidade de antioxidantes por esse método, assim como no presente estudo.

5.3.1.2 ABTS

Ao analisar a Figura 17 é possivel verificar que a variavel concentragdo de etanol em
funcdo quadratica (Q) ou linear (L) e a interacdo linear entre os fatores concentracao de etanol
e razdo amostra:solvente (1x2) foram significativos a 95% de nivel de confianca. Além disso,
a funcéo (Q) e (L) apresentaram efeito positivo e negativo, respectivamente, o que indica que
um aumento da varidvel (Q) pode acarretar em um aumento na atividade antioxidante e em
contrapartida uma reducdo na variavel concentragdo (L) também poderia ocasionar em um

aumento na atividade antioxidante por ABTS, respectivamente. Porém devido o valor da
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concentracdo linear ser maior que o valor da varidvel concentracdo (Q), e da concentracao

linear apresentar um efeito significativo a p <0,05 enquanto que a quadratica mostrou ser a p

=0,0054 (Tabela 11), pode-se considerar que se reduzirmos a concentracdo de etanol,

acarretara no aumento da atividade antioxidante.

Figura 17 — Efeito das varidveis concentracéo e razdo nos valores de atividade antioxidante
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Tabela 11- Efeitos da concentracéo de etanol e proporcdo do planejamento fatorial completo 32 na
atividade antioxidante por ABTS.

Fatores Efeito Erro t (6) p -95% 95%
Interacdo™ 285,558 68,8342 4,14849  0,006021 117,127 453,989
(1)Conc (L) *  -497,772 109,3509 -4,55206  0,003883 -765,344  -230,200
Conc (Q) 387,042 162,5812 2,38061 0,054723**  -10,780 784,864
(2) Proporgdo (L) -109,055 108,3875 -1,00615  0,353179 -374,269 156,160
Proporcao (Q) -16,070  187,3656 -0,08577  0,934442 -474537 442,397
1x 2(L) 257,128 130,3550 1,97252  0,096015 -61,840 576,095

*Fatores Significativos a 95% de confianga, **p=0,054, L= Linear, Q=Quadratico

A Tabela 12 apresenta a analise de variancia (ANOVA) empregada para validacao

estatistica e verificagdo da adequacdo do modelo. Conforme observado o valor do F calculado

foi 11,5 vezes superior ao tabelado indicando que o modelo de segunda ordem €

estatisticamente significativo e preditivo e descreve as respostas em funcdo das variaveis

analisadas.

O valor do coeficiente de regressao (R?) relaciona os valores observados e preditos, e

guanto mais for préximo de 1,0 indica que o valor observado apresentou um bom ajuste em

relagdo ao valor predito. Sendo assim, como o valor de R? foi igual a 0,85 indicando um bom

ajuste do modelo para os ensaios, a equacdo (15) gerada foi utilizada para plotar a superficie

de resposta (Figura 18).
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Tabela 12- Analise de variancia no estudo do efeito das varidveis, concentragdo de etanol e propor¢do
amostra/solvente na atividade antioxidante dos extratos pelo método ABTS.

Fontes de Grau de Média

Variacdo Liberdade Soma dos Quadrados Quadratica valor F
Regresséo 1 516397 516397 57,35618
Residuo 10 90033,36 9003,336
Total 11 606430,4

Coeficiente de determinagéo (R?): 0,85
F tabelado (regresséao/ residuo) 1;10 = 4,96; F calc/F tab =11,56

Atividade Antioxidante por ABTS (umol (TE) /g de extrato seco) = 17838,78 - 373,09*x +
1,94*x? - 20696,56*y - 3213,95*y? +257,13*x*y. (Equacéo 15)

Figura 18 — Superficie de reposta do efeito da concentracdo de etanol (%Vv/v) e proporcdo amostra:
solvente (g/mL) na atividade antioxidante.
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Fonte: Proprio autor (2017)

Pela analise da superficie de resposta e grafico de contorno verifica-se que o extrato
com maior atividade antioxidante é obtido quando é empregado etanol na concentragdo entre
68,0-70,0%, conforme apresentado na Figura 19 e apesar dos valores da razéo
amostra:solvente ndo terem influenciado significativamente, observa-se na figura que o pico
de maior concentracdo se deu nas razdes entre (1/8 e 1/12), a qual esta incluida a proporgéo
estudada na presente pesquisa (1/10).

Comportamento similar ao deste trabalho foi encontrado por Oldoni (2010), que
estudou a influéncia da concentracdo do solvente na atividade antioxidante total dos extratos

de engaco de uva, pelicula e bagaco de amendoim, e constatou que ha influéncia da
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concentracdo de diferentes solventes na atividade antioxidante e que em concentragbes de
70% ocorre elevada atividade.

Constancio (2015), no entanto, verificou em seu estudo valores inferiores de atividade
antioxidante por ABTS, que foi de 71,58 pumol de TE/g para polpa de jamel&o liofilizada.

Relatos de Dong-Ping et al. (2017) mostararam que as atividades antioxidantes de
flores de Liminum aumentaram de 267,12 pumol Trolox / g de peso seco para 439,00 pmol
Trolox / g de peso seco quando a concentracdo de etanol mudou de 10% para 40%. No
entanto, observou-se uma tendéncia descendente quando a concentracdo de etanol aumentou
de 50% (431,94 umol Trolox / g bs) para 90% (361,77 umol Trolox / g bs).

Segundo Yang et al.( 2010) e Zhang et al.(2007), de acordo com o principio de
similaridade e intermiscibilidade, quando as polaridades de solvente e soluto sdo semelhantes,
o soluto é facilmente dissolvido a partir de células vegetais.Dessa forma, quando a
concentracdo de etanol atingiu 70%, a polaridade do solvente de extracdo foi mais proxima da

polaridade dos antioxidantes, e as atividades antioxidantes alcangaram um valor méaximo.

5.3.1.3 FRAP

Ao analisar a Figura 19 é possivel verificar que para avaliacdo da atividade
antioxidante pelo poder redutor do Ferro (FRAP), a variavel concentracdo de etanol em
funcdo linear (L) e quadratica (Q) e a média da interagdo entre os dois fatores independentes
(1x2) foram significativos na faixa estudada a 5% de significancia. E Tanto a concentracao
(L) como a (Q), ambas apresentaram efeitos negativos, com isso pode-se concluir que sua
reducdo ocasiona em um aumento na atividade antioxidante por FRAP (Tabela 13).

Figura 19 — Efeito das variaveis concentracao e razdo nos valores de atividade antioxidante para o
método FRAP .
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2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=304560,8

DV: FRap
. 7 ../.
(H)Conc(L) / % ..... 9/;,{,{/' e % -5,60357
Conc(Q) i ‘ﬁy;/ 'ﬁ;}/ 7t a8
i :

N
[{o Ju—
§

1Lby2L /W/ //%/// ‘

proporg&o(Q) /f;/f/// W’J -2,08004

(2)proporgao(L) -,623952

S

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Fonte: Préprio autor (2017)



79

Tabela 13-Estimacdo de efeitos da concentracdo de etanol e proporcdo do planejamento fatorial
completo 32 na atividade antioxidante por FRAP.

Fatores Efeito Erro t(3) p -95% 95%
Média/Interacdo* 4562,74 289,1900 15,77766  0,000553 3642,41 5483,07
Conc (L)* -2547,42 454,6056 -5,60357 0,011230 -3994,17 -1100,66

Conc (Q)*  -1107,62 337,9501 -327748 0,046514 -218313 -32,12
Proporcio (L)  -380,14 609,2483 -0,62395 0576885 -2319,04 1558,76
Proporcio (Q)  -1080,15 519,2910 -2,08004 0,128997 -2732,76 572,47
(Lx (2) L 1579,36 541,9258 2,91434  0,061779 -14529  3304,01

*Fatores Significativos a 95% de confianca, L= Linear, Q=Quadréatico

Além disso, verifica-se nas Tabelas 13 e 14 que os altos valores de F (Tabela 14)
associados a um baixo valor de p (<0,05) (Tabela 13) confirmam que os modelos
desenvolvidos séo significativos. E associado a esse fato, observa-se que o valor do F
calculado foi nove vezes superior ao tabelado, o que mostra que o0 modelo de segunda ordem €
também estatisticamente preditivo e descreve as respostas em funcdo das varidveis analisadas
uma vez que a comprovacao dessa teoria esta no valor do coeficiente de regressdo (R?) que
para este método foi igual a 0,82, logo os valores observados foram préximos dos valores
preditos (Tabela 14).

Tabela 14- Analise de variancia no estudo do modelo para efeito das variaveis, concentragdo do etanol
e proporcdo amostra/solvente na atividade antioxidante dos extratos por FRAP.

Fontes de Variacdo (_Srau de Soma dos Medle} valor F
Liberdade Quadrados Quadratica
Regressdo 1 18312877,08 18312877 45,64379908
Residuo 10 4012128,142 401212,8
Total 11 22325005,22

Coeficiente de determinagdo (R?): 0,82 ; F tabelado (regressao/ residuo) 1;10 = 4,96; F calc/F tab =9,2

Sendo assim, a equacéo (16) pdde ser gerada de modo a plotar a superficie de resposta (Figura
20).

Atividade Antioxidante pelo método do poder redutor FRAP(umol (Fe II) /g de
extrato seco) =11234546 -2136,47*x + 11,08*x> -238164,78%y + 324044,24*y?> +
1579,356*x*y (Equacéo 16)
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Figura 20 — Superficie de reposta do efeito da concentracédo de etanol (%v/v) e proporcao

amostra: solvente (g/mL) na atividade antioxidante por FRAP.
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Em relacdo a capacidade redutora dos extratos consegue-se observar através da andlise
da superficie de resposta (Figura 20) que o extrato com maior capacidade redutora é obtido
guando é empregado etanol na concentracdo entre 68 e 72%, havendo uma maior capacidade
redutora dos extratos a partir de 0,11 g/mL de proporcao.

A influéncia da concentragdo de solvente foi similar ao relatado por Rockenbach et al.
(2008) para extratos de bagaco de uva (Vitis vinifera) variedades Tannat e Ancelota, uma vez
que estes constataram que extratos obtidos com etanol na concentracdo entre 50-70%
apresentam capacidade redutora mais acentuada e por Bewal et al. (2016) que também
verificaram que a concentracdo do solvente metanol influenciou diretamente nas respostas de
FRAP em avaliacdo das melhores condigdes de extracdo do conteudo fenolico e atividade
antioxidante em Berberis vulgaris (fruta asiatica) usando a metodologia de superficie de
resposta (RSM) .

Balyan e Sarkar (2016) por sua vez, em avaliagdo das condigdes 6timas de extracdo de
compostos antioxidantes de semente de Jamel&o, verificaram que o melhor valor de FRAP de
720,42 umol de FE (II)/L, foi obtido quando utilizada maiores propor¢des soluto:solvente, o
gue também foi verificado neste estudo. Todavia suas respostas foram bem inferiores as deste
trabalho. Assim, sugere-se que esta diferenca ocorreu em virtude da amostra e do método de

extracéo.
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Zekovic et al. (2017) verificaram que os valores de FRAP, obtidos em extratos de
sélvia por metodologia de ultrassom (EAU) variou entre 124,1-221 mg de Equivalente ao
Acido Ascdrbico/g de b.s e foi aproximadamente duas vezes superior comparado ao extratos
obtidos por microondas (MAE), os quais variaram entre 68,2-92,6 mg AAE/g b.s. E apesar de
n&o se poder comparar 0s resutados obtidos por esses autores com os aqui obtidos, em virtude
do padrdo utilizado ser diferente, foi constatado que seus melhores valores foram verificados
quando aplicados (T=60°C, t=60m , P= 42WL) para EAU e ( Concentracao de etanol = 60%,
t= 20m, razdo= 30ml/g) para MAE, ou seja em concentracdes de etanol proximas as deste
trabalho e quando aumentado suas proporgdes amostra:solvente

Outros trabalhos que também utilizaram planejamento experimental, observaram
respostas proximas as obtidas na presente pesquisa, como no caso de Rezende (2016) que
utilizou um delineamento fatorial para produzir extratos de residuo e polpa de acerola em
diferentes concentracdes de etanol (0%; 20,10%; 49,75%; 79,40%; 67 % e 99,50%), em
propor¢des que variaram de 1:1 a 10:1 (v:m) e tempo de extragdo variando de 10 a 60
minutos, a fim de determinar o melhor sistema de extracdo dos compostos bioativos das
amostras. A maior extracdo dos compostos de interesse se deu com o uso do etanol a 49,75%
na proporgao 8,6:1 (v:m) e tempo de extragéo de 49,29 minutos, com banho de ultrassom.

Xi e Yan (2017) em avaliacdo da otimizagdo sobre a extracéo de flavondides observou
que a concentracdo de etanol apresentou influéncia na resposta. Uma vez que quando a
percentagem de volume de etanol no solvente era inferior a 75%, os rendimentos de extracdo
de flavondides aumentaram com o aumento da concentracdo de etanol. Quando a percentagem
de volume de etanol no solvente era superior a 75%, os rendimentos de extracdo de
flavondides diminuiram lentamente com o aumento adicional da concentracdo de etanol, o
que também foi verificado neste estudo. Logo, estes resultados sugerem que a adicdo da
quantidade de agua pode melhorar a eficiéncia de extracdo. Isto pode ser devido ao fato que a
proporcao de agua presente no solvente etanol 75% ser a que proporciona a polaridade mais
adequada para o extrato enriquecido com flavonoides. Outra razéo possivel pode ser devido
aoentumecimento do material vegetal pela agua, o que aumentou a area de superficie de
contato entre a matriz vegetal e o solvente (JAE-HYUN, 2016; ZHAO, 2015).

Além disso, esses mesmos autores perceberam também que houve um aumento
significativo no rendimento de flavondides com o aumento da razéo liquido para sélido até a
proporcdo 30 mL/g. Guedes (2012) também verificou que um aumento no volume de extracdo
de 20mL para 40 mL em 5g de amostra (proporcéo 4:1 para 8:1) proporcionou uma melhor

extracdo do compostos fendlicos de polpa de jabuticaba. Assim como Hayat et al. (2009) que
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relataram que uma alta proporcdo de liquido para solido poderia proporcionar uma boa
mistura de amostra e solvente e aumentar o rendimento de compostos de cunho antioxidantes.
Em virtude de ndo se encontrar na literatura trabalhos de avaliacdo das condicgdes
Otimas para producdo de extratos com alta atividade antioxidante feitos com polpa e
principalmente com casca de jameldo os resultados obtidos foram comparados com outros
tipos de amostras. No entanto, os resultados dos autores citados corroboraram com 0s
encontrados neste trabalho ja que foi notado que com a diminui¢do da concentracao de etanol
para niveis em torno de 70% e o aumento da proporcao solvente:solido para 10:1, obteve-se
os melhores resultados para concentracao de antioxidantes por todos os métodos avaliados.
Além disso, verificou-se que a farinha da casca mostrou-se rica quanto a concentragao
desses compostos uma vez que ocorreu aumento das atividades ap0s a secagem da mesma.
Outros investigadores também verificaram o aumento nos antioxidantes (compostos fenélicos
e flavonoides) emresiduos de fruta apos secagem, em comparacdo com o residuo fresco
(DUZZIONI et al., 2013 e SILVA, 2013). Assim como residuos de outras frutas, o residuo de
jamboldo mostra ser um potente antioxidante que pode ser aproveitado para diversos fins,
considerando-o como uma fonte de compostos bioativos, evitando o descarte de forma

indevida para 0 meio ambiente.

5.3.2 Atividade Antimicrobiana da Farinha da casca

Sabe-se que com a necessidade de novos agentes que sejam eficazes contra cepas de
bactérias patogénicas e seguros para 0 consumo humano, alguns estudos ja foram realizados
com plantas, frutas e seus residuos, e para Syzygium cumini (jameldo), alguns autores
mostraram que extratos hidroalcodlicos, metandlicos, de acetato de etilo e aquosos da folha
(DE OLIVEIRA et al., 2007; KANERIA et al., 2009; SATISH et al., 2008), extratos
metanolicos e de acetato de etilo de sementes (ACHARYYA et al.,, 2009), extratos
hidroetandlicos do p6 do fruto (MIGLIATO et al., 2011) e o o6leo essencial da folha (SHAFI
et al., 2002) dessa planta todos demonstraram possuir efeitos antibacterianos.

Com isso, neste estudo foi realizada a avaliagcdoda atividade antimicrobiana da casca
em po deste fruto, cujo experimento foi realizado em 3 blocos, onde cada bloco, continha 2
repeticbes do extrato, 1 controle positivo (clorexidina 0,12%) e 1 negativo (tampdo pH 7),
esse procedimento foi executado para cada ensaio em sete cepas de microrganismos variando
entre gram-positivos e gram-negativos, totalizando 504 resultados para os extratos e 252 para
0 controle positivo, no entanto verificou-se que todas as amostras testadas utilizando o

método disco- difusdo em Agar, mostraram zonas de inibicdo (ZI) apenas para
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Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes, enquanto que para as cepas de Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Salmonella Enteritidis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
ndo houve formacdo de halo, independente do ensaio utilizado, apenas o controle positivo foi
efetivo para todas as cepas de microrganismos avaliados. De acordo com a literatura em geral,
as bactérias Gram-positivas sao mais sensiveis do que as Gram-negativas, (ALBOOFETILEH
et al., 2014; AQUINO et al., 2015; AZEVEDO et al., 2014, SAMAMBAIA et al., 2014,
SANCHEZ-GONZALEZ et al.,, 2011) devido a presenca de uma membrana externa
envolvendo a parede celular das gram-negativas, o que restringe a difusdo de compostos
hidrofébicos através de sua cobertura lipopolissacaridica (BURT, 2004).

Com isso, a analise estatistica e o teste da concentracdo minima inibitoria (MIC) foram
realizados somente com S.aureus e L.monocytogenes que se mostraram sensiveis. Tendo em
vista que para as demais na maior concentracdo ja nao foi verificado qualquer inibicé&o.

E os resultados das zonas de inibicdo e concentragdo minima inibitoria dessas
bactérias encontram-se nas tabelas 15 e 19.

5.3.2.1 Staphylococcus aureus

Tabela 15- Planejamento fatorial, com valores reais e codificados para o estudo do efeito das variaveis
na atividade antimicrobiana da farinha da casca de Jameldo frente ao microorganismo S.aureus.

Ensaio Concentracéo de Razao Z1 (mm) MIC
Etanol (%) Amostra:Solvente (mg/ml)

1 70 1/5 10,75 1,00
70 2/15 11,13 1,34

3 70 1/10 10,63 1,00
4 80 1/5 11,25 1,00
5 80 2/15 10,00 0,67
6 80 1/10 9,75 0,50
7 90 1/5 10,75 1,00
8 90 2/15 11,50 0,34
9 90 1/10 9,75 0,50
10 80 2/15 9,83 0,67
11 80 2/15 9,75 0,67
12 80 2/15 10,13 0,67

Zl=zona de inibi¢do; MIC= concentra¢cdo minima inibitdria

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente a S.aureus, verifica-se
com a Tabela 15, que o ensaio 8 (concentragédo de etanol de 90% e razdo 2/15) foi o
tratamento que apresentou maior zona de inibicdo e menor concentracdo minima inibitdria
entre todos os ensaios analisados, logo esta combinacdo entre os parametros, foi a que
melhor possibilitou a extracdo de substancias com propriedades antimicrobianas para este

microrganismo. As mesmas coeréncias ndo foram observadas para as menores atividades
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antimicrobianas, as quais variaram entre o ensaio 6, 9 e 11 os quais obtiveram menores e
Iguais zonas de inibicdo, e para o valor de MIC o ensaio menos eficiente foi o 2.

Na Figura 21 é possivel verificar que a funcdo quadratica (Q) da variavel razdo solido:
solvente, a interacdo entre a concentracdo de etanol e a razéo (Q), e a interacdo entre a funcéo
Q da concentracdo do solvente e linear da razdo, foram significativos na faixa estudada a p
<0,05. Ja em relacdo a concentragdo minima inibitoria observa-se que o fator que influenciou

significativamente na resposta a p <0,05 foi a concentragéo de etanol (L) (Figura 22)

Figura 21 — Efeito das variaveis concentracéo e razdo nos valores da atividade antimicrobiana dos
extratos frente a S. aureus.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: staphylo
2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0290917
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Fonte: Proprio autor (2017)

Figura 22 — Efeito das variaveis concentracdo e razdo nos valores da concentragdo minima inibitoria
dos extratos para S. aureus.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: MIC (Staphylococcus aureus)
2 3-lewel factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0275067
DV: MIC (Staphylococcus aureus)
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Fonte: Proprio autor (2017)
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Além disso, em relacdo a estimacdo dos efeitos (Tabela 16) verifica-se que a fungédo
quadrética da razdo apresentou efeito positivo, entretanto a interagcdo quadrética entre 0s
fatores apresentou efeito negativo e a interacdo quadratica da concentracdo com a linear da
razdo apresentou efeito positivo. Esses resultados indicam que um aumento na variavel razéo
(Q) poderia ocasionar em um aumento na atividade antimicrobiana para o método disco-
difusdo para S.aureus, 0 mesmo efeito pode ser verificado quando se aumenta a concentragéo
de etanol a nivel quadratico e a razdo a nivel linear. Todavia, em relacdo a interacdo
quadratica entre as variaveis, ocorre uma relacdo inversa, em que o aumento na atividade

antimicrobiana, sé € visto quando ha a diminui¢cdo de ambas.

Tabela 16-Estimagdo de efeitos da concentracdo de etanol e proporcdo do planejamento fatorial
completo 32 na atividade antimicrobiana por disco-difusdo para S. aureus.

Fatores Efeito Erro t(3) p -95% 95%
Interacéo* 10,35049  0,089801  115,2605 0,000001 10,06470  10,63627
(1) Conc (L) -0,67917 0,222023 -3,0590 0,055037**  -1,38574 0,02741
Conc (Q) 0,34521 0,188698 1,8294 0,164765 -0,25531 0,94573
(2) Proporcéo (L) 0,09625  0,195404 0,4926 0,656113 -0,52561 0,71811
Proporcéo (Q)* 0,77708  0,168777 4,6042 0,019265 0,23996 1,31421
(1) Qx (2)L* 1,41563  0,191883 7,3775 0,005149 0,80497 2,02628
(DQ x (2) Q* -0,94562  0,160965  -5,8747 0,009839 -1,45789  -0,43336

*Fatores Significativos a 95% de confianga, **p=0,055, L= Linear, Q=Quadratico

Na atividade antimicrobiana pela andlise da concentracdo minima inibitoria (MIC),
observa-se que a concentracdo de etanol (L), apresentou efeito negativo e significativo, ou
seja, quanto menor a concentragdo maior os valores obtidos, no entanto como esse método
avalia a minima concentracdo necessaria para inibir o microorganismo, os melhores

resultados foram verificados na concentracéo de solvente a 90 % de etanol (Tabela 17).

Tabela 17-Estimacéo de efeitos da concentracdo de etanol e propor¢do do planejamento fatorial
completo 32 na concentragdo minima inibitéria para S. aureus.

Fatores Efeito Erro t(3) p -95% 95%
Interacdo™ 0,833819 0,086909  9,59414  0,000073 0,621160 1,046479
Conc (L)* -0,464286 0,136621  -3,39835  0,014525  -0,798585 -0,129986
Conc (Q) -0,147500 0,101563  -1,45230  0,196628  -0,396016 0,101016

Proprogéo (L) 0,336250 0,183095 1,83648 0,115943  -0,111768 0,784268
Proporgéo (Q) -0,002917 0,156061  -0,01869  0,985695  -0,384783 0,378950
(1L X(2) L 0,321429 0,162863 1,97361 0,095869  -0,077083 0,719940

*Fatores Significativos a 95% de confianca, L= Linear, Q=Quadréatico
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Ademais, a ANOVA (Tabela 18) foi realizada para verificar a significancia estatistica
dos termos do modelo e avaliar a precisdo pelos valores de coeficiente de determinagéo
R?(Tabela 18) e valores de F. Os valores elevados de F (514,07 para ZI, 44,89 para MIC) e
valores p baixos associados (p <0,0001) demonstram que os modelos desenvolvidos sdo
significativos, uma vez Fcac>Ftwp para ambos os métodos , no entanto o0 método disco-difusdo
apresentou uma melhor precisdo dos resultados, tendo em vista que para este método o R? foi
igual a 0,98 o qual foi muito proximo do valor de R? ajustado (0,97) no presente estudo e
indica satisfatorias ilustracbes dos processos pelo modelo. Enquanto que para concentracao
inibitéria minima o coeficiente de regressao representou 81% da resposta.

Mas como ambos foram maiores que 0,7, a modelagem e analise estatistica de
regressdes lineares multiplas foram realizadas utilizando modelos polinomiais de segunda
ordem (Equacdo 17 e Equacdo 18), que demonstram a relacdo entre os valores de resposta e
os parametros de extracdo de concentracdo de etanol (X) e razdo Solido: Liquido (Y), por
meios dos quais os dados experimentais foram utilizados para prever a eficiéncia de extracdo
de diferentes conjuntos de combinacdes de variaveis de processo e para plotar os graficos de
superficies de resposta.

Tabela 18 - Anélise de variancia no estudo dos modelos para efeito das variaveis,
concentragdo do etanol e razdo amostra/solvente na atividade antimicrobiana dos extratos
frente a S.aureus por métodos distintos.

Zona de Inibicdo (mm)? Concentragdo minima inibitéria (mg/mL)®
Fontes de Grau
Variagdo Graude Somados  Média valor E de Somados  Media  valor
Liberdade Quadrados Quadratica Liberdade Quadrados Quadratica F
Regressédo 1 4,401015 4,401015 514,08 1 0,605983 0,605983 44,89
Residuo 10 0,08561  0,008561 10 0,134976  0,013498
Total 11 4,486625 11 0,74096

a=Coeficiente de determinacdo (R?): 0,980; R-ajust :0,97 ; F calc/F tab =103; b= Coeficiente de determinagéo
(R?): 0,81; R-ajust :0,77 ; F calc/F tab = 9,05

Atividade Antimicrobiana frente a S. aureus (mm) = -585, 29+15,43*x -0,099*x?
+9711,66%y -34444,88*y? -250,40*x*y+886,28*x*y2+1,61*x?*y -5 67*x>*y2. (Equacdo 17)
Concentragdo minima inibitéria frente a S. aureus (mg/ml)=15,41-0,31*x+0,0015%*x-
22,64*y+0,875*y%+,3214%*x*y. (Equacéo 18)

Na andlise da superficie de resposta (Figura 23) se consegue observar que houve trés
pontos de mé&xima obtencdo de zona de inibicdo, um quando foram empregadas proporcdes



87

entre 2/15 e 1/5 com etanol 70 %, outro quando foi empregado etanol 80% e proporgéo 1/5 e
quando foi empregada a faixa entre 2/15 e 1/5 para as concentracOes de etanol de 90%, em
que nessa Ultima foi verificada maior capacidade antimicrobiana para S.aureus. Logo nota-se
que o fator que realmente influenciou na resposta para este meétodo foi a razédo
amostra:solvente. Enquanto que para o MIC, s6 foi obtido um ponto de minimo (Figura 24),

no qual os menores valores foram obtidos para concentracdo de 90% de etanol nas faixas
variando entre 2:15 e 1:10.

Figura 23 — Superficie de reposta do efeito da concentracdo de etanol (%Vv/v) e propor¢do amostra:
solvente (g/mL) na atividade antimicrobiana dos extratos frente a S.aureus.

Fitted Surface; Variable: staphylo
2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Pure Error=,0290917
DV: staphylo
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s
Fonte: Proprio autor (2017)

Figura 24 — Superficie de resposta do efeito da concentracdo de etanol (%v/v) e propor¢do amostra:
solvente (g/mL) na concentragdo minima inibitoria dos extratos frente a S.aureus.
Fitted Surface; Variable: MIC (Staphylococcus aureus)

2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0275067
DV: MIC (Staphylococcus aureus)
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5.3.2.2 Listeria monocytogenes
Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos frente a L.monocytogenes,
pode-se verificar na Tabela 19, que o ensaio 5 (concentracéo de etanol de 80% e razdo 2/15)
foi o tratamento que apresentou maior zona de inibicdo, entretanto a menor concentracdo
inibitoria foi notada nos ensaios 6 e 9 (razdo 1/10 e concentragdes de 80 e 90 % de etanol) .
Esses resultados indicam que apesar de nas condi¢Ges do ensaio 5 ter sido observada
uma melhor atividade (considerando a ZI), seria necessaria uma maior concentracdo (mg/mL)
para que se alcancasse a inibicdo. Enquanto que nos ensaios 6 e 9 com uma pequena
concentracdo j& poderia ser verificado inibi¢do ainda que ndo fosse em grandes proporcdes,
logo estes ensaio, foram os que melhor possibilitou a extracdo de substancias com

propriedades antimicrobiana para este microrganismo.

Tabela 19- Planejamento fatorial, com valores reais e codificados para o estudo do efeito das variaveis
na atividade antimicrobiana da farinha da casca de Jamel&o frente ao microorganismo Listeria
monocytogenes.

. Concentragao Razio ZI MIC
Ensaio de Etanol )
(%) Amostra:Solvente (mm) (mg/ml)

1 70 1/5 11,00 2,0
2 70 2/15 11,25 1,34
3 70 1/10 10,75 1,00
4 80 1/5 11,67 1,00
5 80 2/15 23,50 0,67
6 80 1/10 13,17 0,50
7 90 1/5 15,58 1,00
8 90 2/15 8,75 0,67
9 90 1/10 8,63 0,50
10 80 2/15 11,00 0,67
11 80 2/15 12,50 0,67
12 80 2/15 13,25 0,67

ZI= zona de inibicdo ; MIC = concentragdo minima inibitdria

Em relacdo ao estudo de otimizagdo do processo, pode-se verficar através do grafico de
pareto (Figura 25) que os modelos quadraticos e a interacdo linear (L) ou quadrética (Q) entre
os fatores, gerados para andlise da atividade antimicrobiana frente a L.monocytogenes por
meio da zona de inibigdo ndo tiveram influéncia significativa na resposta (p>0,05), ou seja, as
faixas estudadas ndo provocaram diferenca significativa entre os termos.

Dessa forma ndo foi possivel obter o modelo matematico de inibicdo para esse
microrganismo, porque o coeficiente de determinacdo da anélise de regressdo foi muito baixo

(R?<0,7). Com isso, a equacdo gerada ndo pode ser aplicada uma vez que os valores
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observados ficaram distante dos preditos, logo ndo se fez necessario exibir a superficie de

resposta. Mas, de acordo a Figura 26 pode-se observar que as maiores inibi¢cdes foram obtidas

quando utilizado as maiores proporc¢des amostra: solvente (A) e etanol 80 % (B).

Figura 25 — Efeito dos fatores concentracao e razdo nos valores da atividade antimicrobiana dos
extratos frente a L.monocytogenes.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: L.npnocytogenes
2 3-lewel factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=19,96619
DV: L.nonocytogenes
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Figura 26 — Graficos de média e limites de confianca a 95% para concentragdo de etanol (A) e razdo
(B) nos valores da zona de inibi¢do para o0 microrganismo L.monocytogenes.
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Contudo, em relagdo & concentracdo minima inibitoria observa-se que ambos os fatores

(concentracdo de etanol e razdo amostra: solvente) foram significantes na resposta a p<0,05

(Figura 27).

E de acordo com a Tabela 20, € possivel notar que para os valores de MIC, a

concentracdo de etanol (L) e (Q), apresentaram efeitos negativos e significativos, ou seja,
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quanto menor a concentracdo de etanol maior os valores obtidos, enquanto que a varidvel
proporcdo amostra:solvente (L) apresentou efeito positivo, logo quanto maior a proporgao,
maior o valor de MIC, no entanto como esse metodo avalia a minima concentracdo necessaria
para inibir o microorganismo, os melhores resultados foram verificados quando ocorreu o
oposto, ou seja maiores concentragdes de etanol e menores proporgoes.

Figura 27 — Efeito das variaveis concentracao e razdo nos valores da concentracdo minima
inibitdria dos extratos para S. aureus.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: MIC (Listeria monocytog enes)
2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=3665,897
DV: MIC (Listeria monocytogenes)
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Tabela 20-Estimag&o de efeitos da concentracdo de etanol e proporcéo do planejamento fatorial
completo 32 na concentracdo minima inbitéria para L.monocytogenes.

Fatores Efeito Erro t (6) p -95% 95%
Interagcdo™ 0,997222 0,031661 31,4966 0,000000 0,919750 1,074695
Conc (L)* -0,751071 0,049771 -15,0904 0,000005 -0,872858 -0,629285
Conc (Q)* -0,355000 0,037000 -9,5947 0,000073 -0,445535 -0,264465

Proporcéo (L)* 0,650000 0,066702 9,7448 0,000067 0,486786 0,813214
Proporcéo (Q) 0,016667 0,056853 0,2932 0,779281 -0,122448 0,155782
(L X L(2)* -0,249643 0,059331 -4,2076 0,005638 -0,394822 -0,104464

*Fatores Significativos a 99% de confianca, L= Linear, Q=Quadréatico

Dessa forma, o modelo proposto para os valores de MIC foi significativo, ja que
Fealc>Ftan (valor de F = 914 e p <0,0001), e precisos (R? =0,989).Como o valor de R? ajustado
(0,988) foi muito proximo ao do R? o modelo possibilita satisfatorias ilustracdes dos
processos (Tabela 21).
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Tabela 21- Analise de variancia no estudo do modelo para efeito das variaveis, concentracdo do etanol
e razdo amostra/solvente na concentragdo minima inibitdria dos extratos frente a L.monocytogenes.

Fontes de Variacédo C_;rau de Soma dos Médla} valor F valor p
Liberdade Quadrados Quadratica
Regressdo 1 1974842 1974842 907,7347 3,8E-11
Residuo 10 21755,71 2175,571
Total 11 1996597

Coeficiente de determinacéo (R?): 0,989; R-ajust :0,988 ; F calc/F tab =182,86

Logo, 0 modelo empirico foi desenvolvido utilizando modelo polinomial de segunda
ordem (Eq. 19), por meios dos quais havera a demonstracdo da relacdo entre os valores de
resposta e os parametros de extracdo de concentracdo de etanol (X) e razdo solido:liquido ()

por meio da criacdo da superficie de resposta (Figura 28).

Concentracdo minima inibitéria frente a L. monocytogenes(mg/ml) = 22,39-0,568*x+
0,004*x2+28,138*y-5,00*y?-0,249*x*y. (Equacéo 19)

Figura 28 — Superficie de resposta para os efeitos da concentracdo de etanol (%v/v) e proporgao
amostra: solvente (g/mL) na concentragdo minima inibitoria dos extratos frente a L.monocytogenes.
Fitted Surface; Variable: MIC (Listeria monocytogenes)
2 3-level factors, 1 Blocks, 12 Runs; MS Residual=,0036506
DV: MIC (Listeria monocytogenes)
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Fonte: Proprio autor (2017)

Através da andlise da superficie de resposta para os valores de MIC (Figura 29) se
consegue observar que os extratos com melhores propriedades antimicrobianas foram obtidos

para faixa de concentracdo de etanol entre 80 e 86% préximo a 90% nas proporcdes de 1:10
de amostra:solvente, onde se obteve menores valores.
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Outros autores também utilizaram o planejamento experimental como ferramenta para
estudo de otimizagao do processo. Como nos trabalhos de :

Migliato et al. (2011) que avaliaram a otimizacdo de extracdo de compostos com
atividade antimicrobiana do pé do fruto jameldo, com dois fatores independentes
(concentracdo de etanol e tipo de extragdo) frente a S. aureus, S. epidermidis, P.
aeruginosa,Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Candida albicans, Candida parapsilosis
e Candida krusei, e verificaram que ndo foi encontrada atividade antimicrobiana frente a
concentracdo utilizada de extrato para os micro-organismos E. faecalis, E. coli, C. albicans e
C. parapsilosis, e que a atividade foi bem reduzida frente a P. aeruginosa, todasbactérias
Gram-negativas e que as maiores inibigdes foram para 0s microrganismos gram-positivos,com
valores dos halos de inibicdo frente a S. aureus variando de 0 a 4,8 mm, enquanto que a
concentracdo bactericida minima (CBM ) do melhor extrato para o mesmo foi de 1250
Mg/100 pL.. Esses autoresafirmam que a ndo inibicdo de alguns microrganismos pode ser
justificada ao se considerar uma possivel acdo dos taninos frente a membrana dos
microrganismos e a complexidade da membrana celular apresentada pelo mesmo,
principalmente no que se refere a bactérias gram-negativas. Os mesmos ainda relataram que o
fator concentracgdo de etanol (50, 70 e 96°GL) foi 0 que mais influenciou na resposta e quanto
menor sua concentragdo maior foi atividade antibacteriana. Logo, verifica-se que apesar de 0s
halos de inibicdo e CBM deste estudo serem inferiores e superiores aos obtidos no presente
trabalho respectivamente, o fator significativo foi o mesmo.

Silva M.C et al. (2014) que utilizaram um planejamento experimental para producao
de pigmentos naturais em p6 a partir de extratos aquosos de residuos de jabuticaba, e dentre
todos ensaios planejados, ele escolheu os 4 melhores para retencdo de antocianina e analisou
as atividades antioxidante e antimicrobiana e percebeu que dentre os quatro, todos
apresentaram zonas de inibicdo para S. aureus, as quais variaram de 9 a 12 mm, enquanto que,
para L.monocytogenes e E.coli apenas 3 e 2 ensaios, respectivamente, apresentaram inibicé&o.
As zonas de inibigdo para esses dois microrganismos variaram entre 9,8-10,7 mm e 10-10,5
mm, respectivamente. Com isso foi notorio que as ZI obtida por esses autores foram
semelhantes as obtidas aqui para Staphylococcus e inferiores quando comparados com os de
L.monocytogenes. Além disso, esses autores revelaram que o0 ensaio que apresentou melhores
inibicbes para todos os microrganismos avaliados, foi também o que apresentou maior
concentragdo de CFT, observando assim uma relagdo entre estes. No entanto os valores de
MIC relatados no trabalho deles para os dois primeiros microrganismos foi de 12,5mg/ml, os

quais foram bem superiores aos obtidos neste trabalho, dessa forma pode-se afirmar que a
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otimizacdo realizada neste estudo, mostrou que o0s extratos precisariam de uma menor
concentragéo para alcancar o efeito desejado.

Fujita et al. (2013) que avaliaram o impacto da secagem da polpa de camu-camu por
spray-dryer em diferentes temperaturas (60, 80, 90 e 110°C) e concentra¢des de maltodextrina
(0,3 e 6%) sobre a atividade antimicrobiana dos pos frente as bactérias Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Listeria monocytogenes, Salmonella
Typhimurium e Salmonella Enteritidis e observaram que 0s pds mostraram atividade apenas
para S.aureus independente das condicGes avaliadas. Eles ainda verificaram que as ZlI
variaram entre 17-19mm e os valores de MIC de 0,16 -0,31 mg/ml a depender da variagédo
efetuada, esses resultados foram semelhantes ao obtido na presente pesquisapara concentragéo
inibitéria minima (0,34mg/ml).

N&o obstante a esses, Singh et al. (2016) em avaliacdo das propriedades antioxidantes
e antimicrobianas de extrato polifendlico da polpa de jameldo liofilizada, observaram que esse
extrato foi efetivo contra S. aureus, S. aureus resistente a meticilina, Klebsiella pneumoniae,
E. coli e Candida albicans com maiores zonas de inibicdo e menores valores de CIM para S.
aureus 23mm e 0,5 mg/mL, respectivamente, e apesar da zona de inibicdo desse
microrganismo ser maior do que as verificadas no presente estudo, o valor da concentracéo
minima inibitéria também foi maior, mostrando que seria necessaria uma maior concentracdo
para verificagdo da inibicdo do mesmo.

Bag et al. (2012) por sua vez, avaliando a atividade antibacteriana in vitro de sementes
de jameldo frente a S. aureus, K. pneumoniae, P. aeruginosa e E. coli, observaram atividade
contra todos, mas as maiores zonas de inibicdo (24mm) foram obtidas para S.aureus em
extrato etandlico a 70% quando comparados a extratos aquosos e acetonicos, com valores de
MIC variando de 0,16 a 1,69 mg/mL.

Esses resultados demonstram que o etanol realmente vem sendo verificado como um
otimo solvente para avaliacdo da atividade antimicrobiana, entretanto no presente estudo
verificou-se que as melhores respostas foram dadas em etanol 90% contrariando os autores
acima.

Além disso, outros estudos foram realizados no tocante a avaliacdo de propriedades
antimicrobianas com extratos de outros tipos de residuos e também de folhas, como no
trabalho de Prado et. al. (2014) que ao avaliarem a atividade antimicrobiana de extratos de
casca de noz-pecd obtidos por diferentes processos (infusdo, infus@o+spray-dryer e extrato
etanolico) sobre L. monocytogenes, S. aureus, Vibrio parahaemolyticus e B.cereus,

verificaram que apenas 0 extrato etanolico exerceu atividade contra todos 0s microrganismos,
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enquanto que os demais processos exerceram atividade somente contra 3 e 2 cepas,
respectivamente e as maiores zonas de inibicdo foram observadas para L.monocytogenes (12-
16mm).

Martin (2014) por sua vez, ao avaliar a atividade antimicrobiana de 20 tipos de
residuos agroindustriais observou que apenas os residuos de pelicula de amendoim, bagacos
de uva Pinot Noir e Petit Verdor, de goiaba e sementes de uva P. Verdot apresentaram
inibicdo sobre S.aureus com zonas de inibicdo de 20, 10, 10, 10, 10 e 14 mm respectivamente.
Dentre os quais a menor MIC obtida foi 0,78 mg/MI para pelicula de amendoim e as demais
foram acima de 3mg/mL. Assim, os valores aqui obtidos para ZI se encaixam dentre 0s
valores citados, contudo os valores de MIC obtidos por esse autor foram superiores ao deste.

Na pesquisa de Arbos et al. (2013), eles verificaram que os extratos da farinha da
casca e da améndoa de manga apresentaram atividade antimicrobiana frente aos quatro
microrganismos avaliados (E. coli 25922, Salmonella sp., P. aeruginosa e S.aureus) e que 0S
halos de inibi¢&o pra S.aureus foram 19,0 mm para a casca e 14,2 mm para a améndoa, sendo
estes superior aos deste trabalho.

Em relacdo a atividade antimicrobiana de folhas, Silva et al. (2015) verificou que
extratos aquosos de frutos e folhas de mirtilo americano exerceram efeito sobre duas cepas de
S.aureus, no entanto, diferencas significativas foram encontradas entre as amostras e 0
mesmo ocorreu para os valores de MIC, os quais foram respectivamente 50 e 25 mg/ml. E
Pereira et. al. (2013) constatou que o melhor extrato de folhas de Myrtus communis L. obtido
por metodologia de superficie de resposta, exerceram atividade frente S.aureus, S.
epidermidis e B.subtilis enquanto que para E.coli e P.aeruginosa ndo foram verificadas ZI e
os valores de MIC foram respectivamente 0,195, 0,195 e 1,56, 6,25 e 12,5 mg/ml . Logo, as
concentragdes requeridas para inibicdo encontradas por Silva et al. (2015) foram bem
superiores as relatados neste trabalho. Todavia Pereira et. al. (2013) apresentou resultados
melhores com maiores ZI e menores MIC.

Além disso, pode-se citar o trabalho de Silva M.G.F. (2012) que ao avaliar atividade
antibacteriana de extratos e 0leos essénciais de manjericdo e manjerona, perceberam que 0s
extratos etanolicos ndo apresentaram inibicdo contra as bactérias Salmonella Enteritidis,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Klebsiella pneumoniae, porém os 6leos essenciais
das duas plantas em questdo inibiram o crescimento da bactéria Staphylococcus aureus com
halos de inibicdo de 8 e 10 mm respectivamente, os quais foram semelhantes aos encontrados
no presente estudo.
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As diferencas observadas entre as zonas de inibicdo e valores de MIC entre os
trabalhos ocorrem principalmente em func¢do dos tipos amostras, volume e concentracdo de
extratos aplicados e da metodologia utilizada. Contudo, ao comparar este trabalho com
diversos outros relatados na literatura, verifica-se que os extratos do p6 da casca de jameldo
podem ser considerados com boas propriedades antimicrobianas frente as bactéria S.aureus e
L.monocytogenes, uma vez que exibiram resultados semelhantes quando comparados a outras

matrizes em diferentes trabalhos.

5.4 Determinacédo do extrato de aplicacédo e quantificagcdo dos compostos bioativos.

O intuito desta etapa foi determinar qual a concentracdo do solvente, sobre
determinadas proporcdes amostra:solvente, promoveria a maior extracdo de compostos
antioxidantes e antimicrobianos da casca do jameldo em po.

Tabela 22-Condigdes otimizadas para extragdo de compostos com alta atividade antioxidante e
antimicrobiana por meio do planejamento fatorial completo (3?) para diferentes métodos.

Analises Métodos Solvente Ra.zao
amostra:solvente
Atividade Antioxidante DPPH Etanol 70% 1:10
ABTS Etanol 70% 1:10
FRAP Etanol 70% 1:10
Atividade Antimicrobiana
S.aureus Disco-difusdo Etanol 90% 2:15
MIC Etanol 90% 2:15
L. monocytogens
Disco-difusdo Etanol 80% 2:15-1:5
MIC Etanol 80-90% 1:10

Analisando os resultados da Tabela 22, observa-se o etanol 70% como sendo o de
maior obtencdo de compostos antioxidantes para todos os métodos avaliados. Entretanto para
atividade antimicrobiana foi notado que ocorreu variacao entre etanol 80 e 90% a depender do
método e do microrganismo avaliado, da mesma forma aconteceu no fator proporcdo em que
0 para 0s métodos de avaliacdo de antioxidantes todos apontaram a razdo amostra: solvente
1:10 como sendo a melhor, enquanto que para inibicdo microbiana essa proporcéo s6 foi
considerada a melhor para a concentragdo minima inibitoria de L.monocytogenes.

Dessa forma, como as respostas da atividade antimicrobiana teve relevante alternancia,
e para facilitacdo do trabalho, optou-se por escolher como extrato de aplicacdo 0 ensaio
3(etanol 70% e razdo 1:10) por ser este coerentes em todos os métodos avaliados para 0s
antoxidantes e esta de acordo com grande parte dos trabalhos, uma vez que o uso do etanol

70%, tem se mostrado muito eficiente para melhor extracdo de compostos bioativos
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(BEWAL et al. 2016; XI e YAN et al. ; 2017; ROCKENBACH et al., 2008; MUSSI, 2014;
BORGES, 2011).

E assim como no presente trabalho, Mussi (2014) determinou o uso de etanol 70%
como melhor solvente para extracdo de compostos da polpa do jamboldo. E Borges et al.
(2011b), ao determinarem o melhor sistema de extracdo de compostos da polpa de jucara,
perceberam que a relagdo sodlido-liquido foi a variavel mais significativa do estudo,
apresentando melhores valores quando aplicada as maiores faixas de 1:30 a 1:50.

O extrato do p6 da casca do jamboldo obtido sob as condicbes anteriormente
determinadas como a de melhor extracdo dos compostos antioxidantes foi caracterizado
quanto ao teor de bioativos, cujos resultados encontram-se na Tabela 23.

Nesta tabela verifica-se que altos valores para todos 0os compostos bioativos avaliados
foram obtidos para o extrato otimizado, se comparados a casca in natura ou até mesmo para a
farinha (Tabelas 7 e 8) como no caso do teor de vitamina C antes de passar pelo processo de
otimizagao de extragéo, e ainda foi verificado que em base seca os valores foram aumentados

cerca de nove vezes.

Tabela 23- Compostos bioativos presentes no extrato escolhido para aplicacdo por meio do
planejamento fatorial completo (32).

Compostos bioativos Extrato de aplicacdo otimizado
Base seca Base Umida
Compostos fendlicos totais(mg GAE/Q) 331,85 36,50
Flavonoides Totais (mg QE/qg) 17,62 1,94
Antocianinas Totais (mg CE/100g) 11539,43 1269,34
Vitamina C (mg AAE/1009) 365,34 40,00

GAE= equivalente ao acido galico; QE= equivalente a quercetina; CE= equivalente a cianidina; AAE=
equiavalente ao acido ascorbico.

O teor de compostos fendlicos do extrato otimizado apresentou valor igual a 331,85 ou
36,50 mgGAE/g extrato em base seca ou Gmida, respectivamente. E importante ressaltar que a
metodologia usada neste estudo para a quantificacdo de compostos fendlicos utilizou uma
etapa de purificacdo, a fim de retirar os interferentes da amostra. De acordo com Sanchez-
Rangel et al. (2013), extratos vegetais possuem substancias interferentes (vitamina C e
acucares redutores) que reagem com o Folin-Ciocalteu, superestimando o resultado obtido.

Maran et al. (2014) no seu trabalho, estudou a otimizacdo de extracdo de compostos
fenolicos totais (CFT) e flavonoides totais (FT) da polpa liofilizada de jameldo e encontraram
para seu extrato otimizado valores de 1330,76 mg GAE/100g para CFT e 109,08mg QE/100g
para FT. Por outro lado,Araujo (2014) em avaliacdo dos compostos bioativos presentes em
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jambol&o desidratado por liofilizagdo e por secagem em leite de Jorro encontrou valores
deCFT de 534 e 468 mg/100g em base seca, respectivamente.

Todos estes resultados obtidos pelos autores acima foram inferiores aos obtidos no
presente estudo, e propde-se que este fato ocorreu por nesses estudos os autores avaliarem a
polpa, na qual foi verificado no presente trabalno menor indices de compostos bioativos
quando comparados a casca (Tabelas 7 e 8) ou ainda pelo método de secagem utilizado pelos
mesmos.

Além disso, os resultados do presente trabalho também foram superiores aos relatados
para outras frutas desidratadas, tais como figo, damasco, uvas-passas e ameixas
(KAMILOGLU et al, 2014, OUCHEMOUKH et al., 2012), cambuci e graviola
(GONCALVES et al., 2010) e residuos de jabuticaba (SILVA M.C, et al., 2014) as quais
também sdo consideradas fontes de compostos bioativos.

Resultados semelhantes a presente pesquisa foram reportados por Kapoor e Ranote
(2016) para compostos fendlicos em po da polpa de jameldo, seco em bandejas a 40 °C
(3670mgGAE/100g), bem como por. Borges (2011) que relatou teor de 2880,7 mg GAE
/100g para bagaco de jambol&do desidratado em leite de jorro obtido com etanol 70%, ambos
na base Umida.

Elevados teores também foram constatados para uva (1044 mg/L), groselha vermelha
(884,1 mg/L) e preta (6135, 7 mg/L) para extratos etandlicos a 70 % quando comparados com
extratos aquosos (178,3; 696,4 e 3219,2 mg/L, respectivamente) (LAPORNIK, 2005).

Com isso, por meio da classificacdo de Vasco et al. (2008) o valor de CFT obtido para
0 extrato otimizado classificou-se como sendo de alta concentra¢do dos mesmos, uma vez que
esses autores sugeriram valores baixos como sendo <100mg de GAE/100g, valores
intermediarios de 200 a 460 mgGAE/100g e valores altos para acima de 1000mgde
GAE/100g.

Além disso, foi verificado no extrato otimizado que o teor de flavonoides totais (FT)
foi de 194mg/100g em base Umida, o qual foi superior aos resultados encontrados por Balyan
e Sarkar (2016) que relataram para extrato de semente de jameldo valor de 153 mg/L e por
Marquetti (2014) que relatou 110,97mg equivalente a catequina /100g para farinha da casca
de jabuticaba, porém proximo ao obtidos por Casarim et al. (2016) que encontraram
180mg/100g e 181,8 mg equivalente a catequina 100g para farinha de amora-preta.

Ainda para o teor de flavondides, resultados muito inferiores aos reportados nesse
estudo foram relatados por Bewal et al. (2016) para polpa de berries desidratada

(0,82mg/100g), por Costa et al. (2012) para a farinha de araticum secas a 40°C
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(13mg/100g),por Silva P.B. (2014) em sementes de acerola desidratada em secador roto-
aerado (3,42 mg rutina/100g) e por Gardusi et al. (2014) para a casca seca e in natura da
mexerica (4,60 e 3,07 mg de rutina/100 g , respectivamente).

Com isso, pode-se dizer que o jameldo é um fruto com bom potencial de flavonoides.
E assim como neste trabalho, Silva et al. (2013) estudaram o residuo de abacaxi e observaram
um aumento no teor de flavonoides ap6s a secagem.

Em relacdo ao teor de antocianinas, Araujo (2014) verificou teores de 649,6 e 438,9
mg CE/100g para jambolao liofilizado e seco em leito de jorro respectivamente. Enquanto que
nos estudos de Borges (2011), Kappor e Ranote (2016) e no de Mussi (2014), os teores de
antocianina relatados foram de 396,6 mg/100g, 259,89 e 305,47mg/100g e 26mg/100g,
respectivamente, todos inferiores ao constatado na presente pesquisa.

N&o obstante a isso, observa-se também que o teor de antocianinas encontrado para o
p6 de jambol&do supera os valores reportados para jabuticaba atomizada com maltodextrina (7
a 21,6 mg CE100g) (SILVA et al., 2014) e para a polpa de camu-camu atomizada em spray
dryer (19,63mg/100g) (FRACASSETI et al.,2013), isso significa que processo de secagem
associado ao processo de otimizacao conseguiu produzir pé com elevado teor antocianico

Ao comparar o teor de vitamina C do extrato otimizado do pé da casca obtido neste
estudo (40,0 mg/100g b.u.e 365,34mg/100g b.s.) com outros trabalhos da literatura que
também estudaram jamboldo,e verificou-separa base umida valores superiores (93,5mg/100g
e 62,21 mg/100g) para jambol&o liofilizados e residuo do jambolao desidratados em leite de
jorro, respectivamente (GORDON et al., 2011; CORREIA et al., 2012) e inferiores (1,03
mg/100g; 36,95 mg/100g; 25,61 mg/100g ) para polpa liofilizada e seca em bandeja,
respectivamente(KUBOLA et al., 2011; KAPPOR e RANOTE, 2016). Quanto aos teores
encontrados e reportados em base seca, Aradjo (2014) relatou resultados inferiores (180,2 e
139,6 mg/100g) para os pos da polpa obtida por liofilizacdo e leite de jorro, respectivamente,
contudo esse autor observou, assim como na presente pesquisa, um aumentou no teor do acido
ascorbico apds o processo de secagem.

Em relacdo a outros frutos, o valor aqui obtido foi superior ao relatado para o caju
(38,33 mg/100g) e goiaba (19,57mg/100g) desidratados em estufa a vacuo (COSTA et al.,
2009).

5.5 Desenvolvimentode filmes biodegradéaveis ativos a partir da incorporacéo do EO.
5.5.1 Obtencao e analise colorimétrica dos filmes ativos
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Na elaboragdo dos filmes de acetato de celulose, foi observado que a medida que a
concentracdo de extrato na solucdo era aumentada (de 20 para 60%) aumentava também a
irregularidade dos filmes com formacdo de furos (Figura 29A), ao ponto que a partir da
concentracdo de 40% nédo ocorreu formacdo dos filmes para essa base polimérica (Figura
29B) uma vez que ndo houve total dissolugdo do acetato de celulose mesmo este ficando em
contato com a solucéo por varios dias. Esse fato observado possivelmente ocorreu devido a
polaridade da acetona diferir da polaridade da mistura agua e acetona, tendo em vista que EO
estava em meio aquoso, o qual foi transferido para o solvente de dissolucdo (Acetona). Logo,
foi necessario dimnuir as concentracbes do EO para incorporacdo nesses filmes, e essas
variaram entre 10 e 20 %.Todavia nos filmes de amido a dissolucdo ocorreu normalmente ja
gue o solvente base era 0 mesmo contido no extrato, dessa forma foi mantida a concentracao
de 20 a 60%.

Figura 29- Tentativa de Elaboragéo dos filmes de acetato de celulose com 40% (A) e 60% (B)
go extrato otimizado.

R\

Fonte: Proprio autor (2017)

Também foi notorio que as peliculas de filmes controle produzidas por fundicdo foram
uniformes, sem formar agregados e sem cor visivel especifica para ambos os tipos de filmes e
que & medida que o EO foi adicionado em suas diferentes concentragdes, houve uma mudanga
na aparéncia e flexibilidade dos filmes, os quais se tornaram coloridos, como podem ser vistos
nas Figuras 30 e 31.



Figura 30- Filmes de acetato de celulose, incorporados com 10, 15 e 20 % de EO.

Fonte: Proprio autor (2017)

Figura 31- Filmes de amido com 1% de

Fonte: Préprio autor (2017)

guitosana, incorporados com 20,40 e 60% de EO.
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Dessa forma, todos os filmes produzidos foram caracterizados quanto aos parametros

colorimétricos e diferenca de cor quando comparados ao controle, tendo em vista que a cor da

embalagem de alimentos é um fator importante em termos de aparéncia geral e aceitacdo do

consumidor, os quais estdo descritos na Tabela 24.
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Tabela 24 -Valores dos pardmetros L*, a*, b*,c* ,H e AE médios dos filmes biopoliméricos
de amido com quitosana e acetato de celulose adicionados do EO em diferentes concentragdes.

Acetato de Celulose

Filmes

L a* b* c* H AE
FC 54,8+5,3a 1,65+0,07b  9,9+0,6a  10,05+0,64b  80,65+0,22a
F10% 39,9+0,4b 21,80+3,11a 7,3#1,8ab 25,1545,02a 19,65+7,20b  25,7+0,8a
F15% 43,9+1,2b 26,75+2,30a 6,6+0,3ab  27,45+0,07a 13,80+0,57b 27,4+14a
F20% 38,2+1,6b 25,30+1,05a 5,5+0,3b  26,00+1,15a 13,10+0,44b 28,9+1,6a
Filmes Amido
L ax b* c* H AE
FC 61,7+0,7a 2,7+0,1c 18,2+0,8b 18,4+0,8a 81,6+0,2a --
F20% 32,2+0,1b  2,4+0,5c 9,8+0,3a 9,9+0,4c 76,0+2,9b 30,3+0,3a
F40% 32,6+0,6b 5,1+0,3b 9,6+0,2a 10,8+0,8bc 61,9+4,6c 31,1+1,2a
F60%  33,1+0,5b  7,4+0,4a 9,4+0,1a 11,8+0,2b 52,6+1,6d 30,9+1,1a

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna para uma mesma base ndo diferem estatisticamente a
5 % de significAncia. FC= filme controle; F10% a F60% = filmes adicionados de extrato nas proporcées
variando de 10 a 60 % (v/p).

Os valores de L apresentados pelos filmes de acetato de celulose variaram entre 38,2 e
54,75, sendo o maior valor obtido para a amostra controle, a qual diferiu estatisticamente das
amostras adicionadas do extrato.

Os valores do filme controle foram mais elevados devido a auséncia de cor do mesmo
tendendo a ser esbranquicado-transparente, tendo em vista que quanto mais proximo de 100,
mais clara é a superficie da amostra. Os filmes adicionados do extrato, no entanto néo
diferiram entre si independentemente da concentracdo utilizada, todavia esses se mostraram
com menor luminosidade tendendo a tonalidade mais escura, o que confirma a caracteristica
do extrato adicionado, uma vez que o mesmo foi produzido com a farinha da casca do
jameldo, no qual foi verificado alto teor de antocianinas.

Valores superiores ao deste trabalho foram relatados por Ugalde (2014) que em
avaliacdo colorimétrica de filmes de celulose incorporados com 6leos essenciais encontrou
para o parametro L valores que variaram de 71,00 a 79,74, indicando uma boa transparéncia.
Bem comopor Lucio et al. (2011) que avaliando filmes de acetato de celulose incorporados
com OE de orégano, obteve valores maiores ainda de L*, média de 92,51, sendo que este
pardmetro foi afetado significativamente pela adicdo do OE, diferentemente ao observado na
presente pesquisa, em virtude de na mesma se tratar de extrato de casca de fruta.

Os valores de L* apresentados pelos filmes de amido de milho com quitosana
variaram entre 32,2 e 61,7, sendo o maior valor encontrado para o filme controle, o que indica
uma transparéncia razoavel, que pode ser explicada pela cor amarelada caracteristica do

polimero. Semelhante ao observado com os filmes de base celuldsica houve redugdo da
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luminosidade na medida em que o extrato foi incorporado, certamente pela cor caracteristica
dos mesmos.

Mehdizadeh et al. (2012) verificaram que em filmes comestiveis produzidos com
amido e quitosana, a adicdo de OE de tomilho (Thymus kotschyanus) afetou a cor e a
transparéncia dos mesmos. ObservacGes semelhantes também foram obtidas em outras
pesquisas com filmes incorporados com OEs (OJAGH et al. 2010, PRANOTO et al., 2005;
ARCE, 2011). Moradi et al. (2012) por sua vez, caracterizando filmes de quitosana
incorporados com OE de tomilho e extrato de semente de uva, encontrou valores de L* entre
35 e 77, essa grande variacdo para esse parametro foi semelhante a este trabalho,
provavelmente por esses autores também terem adicionado um extrato colorido. Enquanto que
Caetano (2016) encontrou valores superiores a este, entre 85-88para 0 parametro L* em
filmes elaborados com amido contendo de 0 a 3% de extrato de abobora e de 0 a 2% de dleo
de orégano e embora esse sejam maior, a variagdo constatada entre os filmes é menor,
possivelmente em funcdo da baixa concentragdo de extrato colorido (ab6bora adicionado),
mesmo assim, verificou-se que luminosidade aumentou a medida que se aumentou a
concentracdo destes extratos, certamente em funcdo das cores caracteristicas dos mesmos.

Os dados de a* foram positivos para as duas bases poliméricas, indicando dessa forma
a presenca do componente vermelho. Quando foi utilizado o acetato de celulose, os resultados
variaram entre 1,65 - 26,5 e houve um aumento e pouca variacdo dos valores entre 0s
diferentes tratamentos, logos estes ndo diferiram entre si a p <0,05, diferindo apenas da
amostra controle, uma vez que nesta o valor foi significativamente menor.

Entretanto em relagéo aos filmes de amido, verificou-se que os valores obtidos para a*
foram menores, apesar de se ter adicionado maior proporcdo de extrato nesses, 0s quais
variaram entre 2,4 - 7,35. De acordo com a Tabela percebeu-se também que o tratamento com
20% de extrato ndo diferiu significativamente do filme de amido controle (sem adicao), ainda
que visuamente tenha sido visto o contrario. Além disso, foi constatado que a medida em que
se aumentou a concentracdo do EO no filme, o valor de a” também foi aumentado, ou seja,
houve maior presenca de tonalidade escura.

Em relacdo ao pardmetro b* foi notavel uma variacdo significativa entre o0s
tratamentos, tendo em vista que nos filmes de celulose, os valores constatados entre o filme
controle e o filme adicionado de 20 % do extrato foi reduzido de 9,9 para 5,3, e nas demais
concentragdes os valores obtidos foram intermediarios entre esses. No filme de amido com
quitosana verificou-se também uma diminuicdo no valor de b* de 18,16 para valores entre

9,3-9,8, porém os valores dos tratamentos com extrato ndo diferiram a 5% de significancia.
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Os valores obtidos para as amostras padroes indicam o componente amarelo,
principalmente nos filmes que contém quitosana, pois a cor amarelada é caracteristica desses.
Porém a medida que foi sendo adicionado o extrato em maiores proporcdes foi observada uma
variacdo nos parametros ainda que ndo tenha sido significativa, e isso ocorreu devido a cor
caracteristica do extrato, uma vez que este contém alto teor de pigmentos antocianicos, logo
as amostras deixaram de tender para o amarelo para tenderem para o azul.

Takeuchi et al. (2011) avaliando as propriedades 6ticas e mecanicas de filmes ativos a
base de acetato de celulose adicionados de curcumina, obtiveram valores médios de 93,6; 140
e 1,39 e para os pardmetros L*, a* e b* respectivamente, nos filmes controle (sem
curcumina), observando-se uma grande diferenca em relacéo ao presente estudo, em particular
para o croma b*.

Abdollahi et al. (2012) relataram que as coordenadas de cor a* e b* aumentaram
significativamente & medida em que incorporou-se OE de alecrim em filmes a base de
quitosana e argila, além de ocasionar redugdo nos valores de L*, esses resultados estdo de
acordo aos obtidos aqui para os valores de a e L, diferindo apenas para b em que neste
trabalho houve reducdo. Pereda et al. (2011), para o parametro b* também obtiveram valores
superiores aos encontrados na presente pesquisa (44,67), em filmes com 2 % de quitosana.
Esse autor ainda afirma que a presenca da cor amarelada, nos filmes de quitosana, pode ser
interessante se 0 mesmo for utilizado com o objetivo de proteger alimentos sensiveis a
reacOes de deterioracdo catalisadas pela luz.

E assim como observado neste trabalho, Espitia et al. (2014) em avaliacdo de
parametros de cor de filmes comestiveis desenvolvidos a base de agai-pectina verificaram
média colorimétrica (L * = 26,96, a * = 7,17, b * = 2,66), estreitamente relacionado com 0s
relatados para a polpa de agai, com tons de cor variando de vermelho a amarelo-laranja.

Os angulos Hue (H) dos filmes diferiram significativamente entre as amostras controle
e os filmes adicionados do extrato, para ambas a as bases. Os valores dos filmes controle
foram de 80,65 e 81,60 para acetato de celulose e amido com quitosana, respectivamente.
Esses valores indicam tonalidade amarela, caracteristica dos filmes normais. Foi verificado
ainda, que a medida que o extrato foi adicionado em diferentes quantidades ocorreu uma
diminuigéo diretamente proporcional nos valores de H, alcangando niveis em torno de 13 no
filme de celulose e de 52,5 no de amido quando utilizado as maiores propor¢des do EO.

Esses menores valores observados devem-se ao fato do escurecimento dos biofilmes,
0s quais deixaram de tender para o amarelo (transparente) para tender para o vermelho —

arroxeado.
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Os valores de AE calculados também confirmam a diferenga de cor promovida pela
adicdo do extrato nos filmes, principalmente para os filmes de amido, que apresentaram
maiores valores de AE (aproximadamente 32) em fungdo das diferengas existentes entre estes
e os biofilmes controle, principalmente nos valores dos cromas L*, a* e b*.

No entanto ndo foi verificada diferenga estatistica nos valores do pardmetro diferenca
total de cor (AE) entre os diferentes tratamentos, os quais variaram entre 25-28 nos filmes de
celulose e 30-31,1 nos de amido, ou seja, o AE foi semelhante entre os filmes (Tabela 24),
isso confirma o que foi relatado anteriormente quando ndo ocorreu diferenca entre um mesmo
pardmetro para os trés niveis de extrato.

Comportamento semelhante a este foi obtido por Carvalho et al. (2016) em estudo sobre
a adicdo de curcumina na forma de mistura simples (MS) e nanosuspensao (NS) em filmes de
acetato de celulose, no qual foi verificado que o parametro L* foi igual para as amostras com
curcumina, diferenciando-se significativamente do controle. O pardmetro AE, que representa
a diferenca de cor entre as amostras, também foi igual para MS e NS (83,5 e 83,1) , logo nédo
houve diferenca significativa entre os tratamentos com curcumina, mostrando que a reducéo
do tamanho das particulas ndo influenciou os parametros analisados.

Caetano (2016) em avaliacdo de filmes de amido de mandioca incorporados de
extratos de abobora e Oleo essencial de orégano relatou para analise de cor, que as
formulacBes que possuiram maior quantidade de extrato e 6leo de orégano foram as que
apresentaram maiores valores de AE e com isso os filmes mais escuros.

No entanto Yoshida e Antunes (2009) e Lucio et al. (2011) verificaram que filmes
emulsionados apresentaram uma diferenga total de cor (AE) mais acentuada em relacdo ao
filme padrdo, relacionada a incorporacdo de lipidios e oléo essencial de orégano
respectivamente, 0 que promoveu um aumento no pardmetro b* e uma reducdo nos
parametros a* e L*, diferentedo que ocorreu no presente estudo para os parametros a e b, uma
vez que a relagéo foi inversa.

5.5.2 Atividade Antioxidante dos filmes ativos
Os resultados da atividade antioxidante (AA) dos filmes pelos diferentes métodos e nas

diferentes bases poliméricas estdo apresentados nas Tabelas 25 e 26.
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Tabela 25- Atividade antioxidante dos filmes biopoliméricos de acetato de celulose
adicionados do EO em diferentes concentracdes.

DPPH (% de

Filmes FRAP(umol Fe 11/g) ABTS (umol TE/g) .
Inibicéo)
Filme Controle 32, 30+2,80c 4,00£1,873b 1,75+0,63d
Filme com 10% 117, 34+23,74bc 129,28+1,956a 28,48+1,83c
Filme com 15% 217, 44+10,13b 129,69+2,45a 52,87+3,22b
Filme com 20% 380, 62+28,11a 131,35+1,9402 70,70£1,792

*Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna para uma mesma base ndo diferem estatisticamente a
5 % de significancia.

Verifica-se na Tabela 25 que a atividade antioxidante dos biofilmes de acetato de
celulose variou significativamente (p<0,05) entre a amostra controle e os trés tratamentos para
todos os métodos. E que os tratamentos também variaram entre si a p<0,05, nos métodos de
inibicdo do radical DPPH e FRAP, excetuando-se apenas no método ABTS. Além disso, foi
possivel constatar que a medida que se aumentava a concentracdo do extrato aplicado
aumentava-se também a atividade antioxidante, ainda que esta ndo tenha sido significativa a
5% de probabilidade para ABTS, chegando a niveis de aproximadamente 12; 33 e 40 vezes
maior que o controle quando comparados aos filmes de celulose com 20% de extrato, para 0s
métodos FRAP, ABTS e DPPH, respectivamente.

Martelli et al. (2017) estudaram a preparacdo, caracterizacdo, liberacdo in vitro e
capacidade antioxidante de filmes comestiveis de carboximetilcelulose contendo a-tocoferol
(TC) e uma mistura de polissorbato 80 (T80) e lecitina, e verificaram que os valores mais
elevados de atividade antioxidante foram encontrados nos filmes que continham maiores
proporcdes de lecitina e TC em comparacao aos filmes contendo apenas T80. Eles afirmaram
ainda, que isso ocorreu devido a lecitina adicionada as peliculas proprorcionar uma maior
quantidade de liberagéo e estabilizacdo de TC no meio.

Tabela 26- Atividades antioxidantes dos filmes biopoliméricos de amido com quitosana
adicionados do EO em diferentes concentragoes.

DPPH (% de

Filmes FRAP(umol Fe 11/g) ABTS (umol TE/g)
Inibicdo)
Filme Controle 453,48+5,51c 17,36x1,87c 19,36+1,10c
Filme com 20% 1770,53+12,9ab 85,59+1,96b 88,44+1,0a
Filme com 40% 2046,51+51,4ab 107,69+2,45a 88,37+0,11a
Filme com 60% 3807,34+52,8a 103,35+1,94a 82,63+0,42b

*Meédias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna para uma mesma base ndo diferem estatisticamente a
5 % de significancia.
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Nos biopolimeros & base de amido (Tabela 26), semelhante ao observado com 0s
filmes de acetato, os tratamentos diferiram do controle e variaram entre si a p<0,05. No
entanto, nota-se que foram obtidos maiores valores de atividade tanto para o controle como
para os tratamentos. No filme controle, sugere-se que esse aumento ocorreu, devido a
formulacdo conter 1 % de quitosana,sobre a qual diversos estudos tém reportado sua
habilidade antioxidante (KANATT et al., 2008; FAI et al., 2008), sobretudo no que diz
respeito ao método FRAP, ja que o mecanismo de acdo antioxidante da quitosana é atribuido
a sua capacidade de quelar ions metélicos, tais como o ferro, ligados as moléculas de
hemoglobina e mioglobina, o qual age como catalisador da reacdo (FAI et al., 2008). Nos
tratamentos com o EO, aliado a presenca de quitosana, os filmes de amido possuiam maiores
concentracdes de EO quando comparados com os filmes a base de celulose.

Resultados semelhantes foram obtidos por Yen et al. (2008) que também observaram
atividade antioxidante pelo método DPPH para a pelicula controle de quitosana valores entre
7,44 — 22,4 %, bem como por Moradi et al. (2012), que avaliaram o efeito do OE de tomilho e
extrato de semente de uva na atividade antioxidante de filmes de quitosana e perceberam que
as peliculas que ndo foram suplementadas apresentaram uma AA de 12 %.

Ainda no que se refere aos biofilmes de amido, notou-se (Tabela 26) um aumento nas
atividades com aumento da propor¢do do extrato em niveis de 9, 6 e 4 vezes para FRAP,
ABTS e DPPH, respectivamente.

Todavia, para os métodos ABTS e DPPH as maiores inibicdes foram obtidas nos
filmes que continham 40% do extrato, 0 qual conseguiu sequestrar até 88 % dos radicais
livres. Apesar desse aumento, também foi verificado para os mesmos métodos que ocorreu
uma diminuicdo quando foi incorporado 60% de extrato nesses filmes. Essa diminuicdo do
teor antioxidante nos filmes com 60% de EO deve-se ao fato que o extrato em questdo € rico
em acucares redutores e quanto maior sua quantidade, maior também o teor de agucares do
meio, promovendo dessa forma a interacdo direta destes com 0s compostos bioativos,
reduzindo com isso a atividade exibida pelo mesmo (SOUSA et al., 2007).0 mesmo resultado
ndo foi constatado para o método FRAP, o qual exibiu os melhores valores e aumentou
gradativamente.

A avaliacdo da atividade antioxidante de biofilmes de amido, quitosana e acetato de
celulose, incorporados com diferentes 6leos essenciais (OE) (orégano e cravo-da-india) e a
mistura entre eles foi realizada por Ugalde (2014), no entanto avaliando somente pelo método

DPPH. Esse autor verificou que nos filmes de quitosana e acetato de celulose, os resultados
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foram semelhantes, tendo em vista que ocorreu um aumento proporcional a quantidade OE
aplicado, alcangando niveis em torno de 90 % de inibicdo nas maiores proporcdes dos OEs
(5%), tanto aplicado isoladamente como combinados, com a diferenca de que, nos de
quitosana houve atividade antioxidante no tratamento controle. Os resultados desse autor
corroboram com os obtidos no presente trabalho para os filmes de celulose, entretanto diferem
para os de amido.

Bonilla et al. (2013) avaliando os efeitos da incorporacdo de compostos antioxidantes
nas propriedades fisico-quimicas e antioxidantes de filmes de amido-quitosano de trigo,
verificaram, assim como no presente estudo,que os filmes mostraram uma capacidade
antioxidante mais baixa do que 0s compostos puros, uma vez que a sua fracdo de massa nos
solidos da pelicula foi relativamente baixa e, ainda explicaram que uma possivel oxidacédo
durante a formacao do filme e as interacbes com a matriz de pelicula reduziram a capacidade
esperada. Além disso, igualmente a este trabalho, esses autores também constataram que
quanto maior o poder antioxidante do extrato puro, maior sua atividade nos filmes.

Genskowsky et al.(2015) avaliando as propriedades antibacterianas e antioxidantes de
filmes comestiveis de quitosana incorporados com extratos de bagaco de maqui (Aristotelia
chilensis) verificaram que os valores de atividade antioxidante para ABTS (p <0,05) foram
2,06 e 280 mg TE / g de filme, quando adicionada concentracbes de 0,5 e 1%,
respectivamente. O mesmo comportamento ocorreu no ensaio Frap, ja que houve aumento das
propriedades antioxidantes das peliculas quando adicionado o0 extrato e que este aumento
dependia da concentracédo utilizada, uma vez que foram encontradas diferencas estatisticas (p
<0,05) entre os tratamentos.

A avaliacdo da influéncia da incorporagdo de extratos (bagaco de uva) em filmes
compostos apenas por quitosana também foi realizada por Ferreira et al. (2014), e semelhante
a este estudo, eles perceberam que os filmes controle exibiram atividade antioxidante frente
ao radical ABTS e que a incorporacdo de todos os extratos afetou positivamente as
propriedades antioxidantes dos filmes em todos os métodos avaliados. Contudo, as
percentagens de inibigdo verificadas por esses autores variaram de 5 - 36%, especialmente
guando utilizados filmes com cera de extrato da casca e 6leo da semente nos métodos DPPH e
ABTS e filme com extrato aquoso no método FRAP, as quais foram inferiores as obtidas
nesta pesquisa.

N&o obstante a esses, outros autores também reportaram resultados inferiores aos do
presente trabalho, como Hafza et al. (2016) que verificaram que a incorporacdo de 6leo

essencial de eucalipto em filmes de quitosana provocou um aumento de sequestro de radicais
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DPPH quando comparados a filmes controle, e este variou de 23,03% a 43,62%,bem como
por Moradi et al. (2012) que mostrou que filmes de quitosana incorporados com 1% e 2% de
Oleos essenciais de tomilho apresentaram inibicdo de 33,98% e 37,77% da atividade de
DPPH.

De acordo com os trabalhos citados e mediante ao que foi verificado neste trabalho foi
possivel constatar que biofilmes que outrora ndo exibiam atividades antioxidantes, apos a
incorporacdo do extrato da farinha de jameldo passaram a ter esses compostos presentes, uma
vez que as porcentagens de inibicdo aqui obtidas foram sempre iguais ou superior aos
trabalhos referenciados, logo estes podem ser considerados entdo como biopolimeros
antioxidantes. Além disso, verificou-se também que a capacidade antioxidante dos filmes,
varia com a concentracdo do extrato aplicado e com o método de anélise utilizado uma vez
que foi possivel perceber que o método FRAP foi o que exibiu maiores atividades,
supostamente em virtude do extrato se encontrar em meio aquoso, o qual foi compativel com
as reacOes utilizadas nesse método.

5.5.3 Atividade Antimicrobiana dos filmes ativos

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos filmes foram utilizadas somente as
cepas de S.aureus e L.monocytogenes, tendo em vista que no teste in vitro dos extratos, 0s
mesmos s foram efetivos contra essas bactérias, cujos resultados encontram-se na Tabela 27.

Tabela 27- Avaliagdo da atividade antibacteriana dos filmes de celulose e amido controle e

adicionados do EO frente aos patdgenos S.aureus e L.monocytogenes.

Base polimérica Filmes S.aureus L.monocytogenes
Filme Controle - -
Acetato de Filme com 10% - -
Celulose Filme com 15% - -

Filme com 20% - -

Filme Controle - -

Amido com Filme com 20% + -
Quitosana Filme com 40% ++ +
Filme com 60% ++ ++

(-) sem halo de inibicéo; (+) halos de inibig8o entre 10 - 12 mm; (++) halos de inibi¢do > 14 mm

Na Tabela 27 podem ser vistos os resultados do teste de difusdo em agar para os filmes
produzidos a base de acetato de celulose e amido com quitosana. Verifica-se que para 0s
filmes de acetato, os resultados foram negativos, ou seja, ndo houve formacgdo de halo de
inibicdo frente a nenhuma das bactérias testadas, independentemente da concentracdo de
extrato aplicado. Tais resultados podem ser explicados, em funcdo da quantidade de extrato

adicionado, ou até mesmo em virtude do polimero. Uma vez que, observou-se a alta
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capacidade que este polimero possuiu de incorporar o extrato otimizado a ele adicionado.
Sendo assim, associando este fato com o baixo desempenho obtido por estes filmes em
comparacdo com os filmes de amido com quitosana, pode-se dizer que este polimero dificulta
a difusdo dos compostos bioativos para o &gar, ndo ocorrendo consequentemente inibicédo
microbiana. Tal fato foi justificado por Cagri et al. (2001), que afirmaram que pode ocorrer
uma interacdo entre grupamentos do polimero e dos compostos ativos do agente incorporado,
reduzindo ou até mesmo impedindo a migracéo desses compostos para o sistema.

Ademais, outros fatores como a taxa de crescimento do microrganismo e a
composicdo do &gar também podem influenciar na difusdo do fator antimicrobiano
(ALMEIDA et al., 2013)

Por outro lado, para os filmes de amido, foi constatada a formacdo do halo para as
duas bactérias testadas quando utilizado o EO. Além disso, foi verificado que a medida que se
aumentou a concentracdo do extrato,aumentou-se também os tamanhos dos halos de inibi¢&o,
tendendo posteriormente a ficar constante quando se atingia um limite de concentracéo.

Ainda na Tabela 27, foi visto que, para a bactéria L.monocytogenes esse resultado s
foi evidente a partir da incorporacdo de 40% do EO e os valores dos halos de inibi¢do desses
filmes frente a este microrganismo foi de 12 mm com 40 % do EO e de 15 mm com 60 %
(Figura 32), de toda forma, essa inibi¢cdo foi menor quando comparada as do microrganismo
S.aureus, que foi de 12mm para incorporacdo de 20% de EO, e de (16- 17 mm) a partir da
proporc¢do de 40% (Figura 32). Dessa forma pode-se afirmar que L.monocytogenes se mostrou
mais resistente e consequentemente esses filmes foram mais efetivos contra S.aureus.

Figura 32- Atividade antimicrobiana dos filmes de amido incorporados com 40% (B e D) e
60% (A e C) de extrato frente a L.monocytogene e B) e S.aureus (C e D).
= — .

b

Fonte: Proprio Autor (21)
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Vale a pena ressaltar, que este é o primeiro estudo a avaliar a atividade antibacteriana
de filmes comestiveis incorporados com extratos do p6 da casca de jameldo. Contudo outros
trabalhos ja foram realizados com 6leos essenciais e extratos de outras matrizes.

Ugalde (2014) em avaliacdo da atividade antibacteriana de filmes de amido, quitosana
e celulose incorporados com diferentes 6leos essenciais (OE) e a mistura entre eles frente a 6
bactérias diferentes, verificou que os filmes de amido de milho apresentaram halos maiores,
na medida em que uma maior percentagem de OEs (5%) foi incorporada ao mesmo, para
todas as bactérias testadas,especialmente quando utilizado o OE de orégano.

Em relacdo aos filmes de acetato de celulose esse autor também constatou que na
concentracdo de 1 % dos OEs de cravo-da-india, orégano e sua combinacdo binaria 1:1, ndo
houve formacdo de halo frente a nenhuma das bactérias testadas. E quando foi utilizada a
concentracdo 2,5 %, o OE de orégano formou halos frente as bactérias Micrococcus luteus, E.
coli e Salmonella Cholerasuis, ndo sendo observados halos para o OE de cravo-da-india e
combinagbes. Somente na concentracdo 5,0 % houve formacdo de halos para todas as
bactérias testadas, nos OEs utilizadosAssim, os resultados desse autor corroboram com a
presente pesquisa, tendo em vista que ele necessitou de uma maior porcentagem de OE para
que fosse verificada inibicdo dos microrganismos nos filmes de celulose, enquanto que nos
filmes de amido na menor proporgdo ele ja verificou efeito positivo.

Todavia, Botre et al. (2010) em avaliacdo da atividade inibitoria de filmes de celulose
contendo 25 e 50 % de OE de orégano verificou que os mesmos foram efetivos contra
Penicillium sp. e S.aureus, e conforme aumentava-se a concentracdo do 6leo e o tempo de
contato do filme com os microrganismos nas placas (cerca de 4 dias), aumentava também a
inibicdo. Essa efetividade encontrada por esses autores para essa base, diferentemente dos
resultados encontrados na presente pesquisa, pode ser explicada pela quantidade de OE
utilizado e pela maior difusdo dos compostos antimicrobianos presentes no filme em virtude
do tempo.

Contraditoriamente a este trabalho, Aradjo (2014) e Freitas (2015) em avaliacdo da
atividade antimicrobiana de filmes de amido e zeina incorporados com extrato de prépolis
(EP) e extrato de casca de pinhéo, respectivamente, verificaram que em todas as formulagdes
de filmes produzidas, ndo houve halos de inibicdo frente a Staphylococcus aureus e
Escherichia coli, e Freitas (2015) afirmou que isso ocorreu em virtude da concentracdo de EP

utilizada.
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Espitia et al. (2014), por sua vez, em estudo da otimizagdo da producdo de filmes
comestiveis de base acai- pectina incorporados com polifendis de casca de mac¢d e OE de
timol, verificaram zonas de inibicdo frente a L.monocyotgenes em todas as formulacdes
utilizadas e perceberam que o aumento da concentracdo de ambos 0s antimicrobianos
permitiu alta atividade antimicrobiana, especialmente para o0 OE de Timol, devido as fragdes
volateis contidas neste.

Por outro lado, Genskowsky et al. (2015) revelaram que a pelicula comestivel
contendo apenas quitosana (controle) foram eficazes contra duas das oito bactérias testadas
(Shewanella putrefaciens e Pseudomonas fluorescens) e no que se refere aos filmes com
extrato de bagaco de maqui, estes mostraram efeito sobre 7 das 8 bactérias ensaiadas, sobre o
qual ocorreu influéncia da concentracdo (p <0,05), tendo em vista que as maiores halos foram
obtidos obtidos quando utilizada a maior concentracdo do extrato e apenas a bactéria Listeria

innocua mostrou resisténcia contra todos os filmes avaliados.
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6 CONCLUSAO

Em virtude do que foi proposto e mediante aos resultados obtidos neste trabalho, pode-
se concluir que:

v' As diferentes amostras do jamboldo (polpa, casca e casca em pd) apresentaram
parametros fisico—quimicos variavéis entre si. E a secagem da casca, proporcionou um
aumento nos valores de cinzas, lipidios, acidez e solidos soluveis para nivel sempre maior
ou igual aos da polpa;
v A farinha da casca obteve tonalidade mais escura que as demais amostras, o que foi
comprovado mediante analise colorimétrica, nos parametros L, b*e a*, uma vez que a
mesma apresentou menor luminosidade e intensidade de cor amarela e maior intensidade
de cor vermelha/azul;
v" A casca do jamboldo in natura ou em po6 apresentou maiores teores de compostos
bioativos (aproximadamente 10 vezes) quando comparados com a polpa, especialmente
para os Compostos Fendlicos Totais (CFT), Flavondides Totais (FT) e Antocianinas
Monoméricas Totais (TMA), exceto para o teor de acido ascorbico;
v’ A atividade antioxidante total mensurada pelos trés metddos (ABTS+, DPPH E FRAP)
evidenciou gue a casca é maior fonte desses compostos comparada a polpa;
v As respostas (atividade antioxidante e antimicrobiana) do planejamento fatorial 32,
cujas variaveis independentes foram: concentracdo de solvente e razdo amostra: solvente,
revelaram que o fator que mais influenciou nas mesmas foi a concentragdo do solvente
etanol;
v' Todos o0s ensaios produzidos com a farinha da casca conforme planejamento
experimental apresentaram alta altividade antioxidante e exerceram atividade
antimicrobiana frente aos microrganismos Staphylococcus aureus e Listeria
monocytogenesem todos 0s métodos avaliados;
v Apesar dos doze ensaios exibirem boas propriedades, na definicdo do melhor sistema
extrator de compostos antioxidantes e antimicrobianos por meio da metodologia de
superficie de resposta, foi verificado que os melhores resultados foram obtidos quando se
empregou etanol 70% e razdo 1:10;
v' O extrato otimizado (EO) obtido pela condicdo citada anteriormente, demonstrou
quantidades bastante consideraveis de antocianinas, compostos fendlicos, flavondides e

vitamina C nessa respectiva ordem;



113

v" Em relagdo aos filmes, a adicdo do EO provocou uma reducdo na luminosidade da
amostra e com isso uma diferenca significativa de cor e apesar de ndo se ter verificado
diferenca estatistica entre as diferentes proporc¢des de EO, constatou-se que estas diferiram
do controle em ambas as bases poliméricas;

v As atividades antioxidantes dos biofilmes variaram significativamente entre a amostra
controle e os tratamentos com adicdo do EO para todos os métodos. E os tratamentos
também variaram entre si para os métodos DPPH e FRAP, excetuando-se apenas para o
método ABTS. Além disso, foi possivel constatar que o aumento da atividade foi
proporcional a concentracdo do extrato aplicado para as duas bases estudadas;

v Nos biopolimeros a base de amido, foram obtidos maiores valores de atividades
antioxidantes em todas as amostras. Entretanto, nos filmes de celulose houve um maior
aumento da atividade dos tratamentos quando comparados ao filme controle;

v" Os biofilmes de acetato de celulose e de amido com quitosana incorporados com 0 EO
da casca do jamboldo em pé em diferentes propor¢fes mostraram-se como alternativas
viaveis na obtencdo de biopolimeros antioxidantes;

v Os biopolimeros de celulose ndo apresentaram atividade antimicrobiana para nenhuma
das bactérias independente do tratamento aplicado, enquanto que, os biofilmes de amido
apresentaram efeitos inibitorios para S.aureus a partir de 20% do EO, e para
L.monocytogenesa partir de 40 % de EO;

v Apenas os biofilmes de amido incorporados com o EO da casca do jamboldo em po
com proporcdo igual ou superior a 40 %, podem ser considerados biopolimeros
antimicrobianos;

v" Logo, verifica-se que a casca do jamboldo pode ser utilizada como alternativa viavel
para obtencgéo de extratos bioativos ricos em compostos antioxidantes e antimicrobianos,
uma vez que no uso industrial esse subproduto certamente seria descartado. Além disso,
pode-se dizer que a secagem a baixas temperaturas associada a otimizagdo do processo de
extracdo favorece a obtencdo desses compostos, aumentando seus niveis. Com isso, 0 USoO
de extratos provenientes da casca seca do jambol@o pode tornar matrizes outrora normais

em ativas, especialmente no que diz respeito aos aspectos antioxidantes.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Aplicar outras concentracdes do extrato nos filmes
Analisar as propriedades fisico-mecanicas dos filmes ativos

Analisar as propriedades térmicas dos filmes ativos

Y V V V

Aplicar os filmes ativos em um alimento e avaliar a vida de prateleira do mesmo por

meio de analises fisico-qumicas e microbioldgicas.
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