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RESUMO

RENHE, Isis Rodrigues Toledo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de 2008.
Extracdo e estabilidade do Corante azul de Jenipapo (Genipa americana L.).
Orientador: Paulo César Stringheta. Co-orientadores: Nilda de Fatima Soares e Tania

Toledo de Oliveira.

O presente trabalho teve por objetivo a avaliagdo da potencialidade do fruto do jenipapo
como fonte de corante azul natural, objetivando torna-lo tecnicamente viavel, bem como
identificar o solvente adequado para a extragdo dos pigmentos do jenipapo, avaliar o efeito
do pH e da temperatura na producao do corante, e estudar a estabilidade dos pigmentos
obtidos por diferentes solventes. Para a obtencdo do corante o experimento foi conduzido
para trés niveis de solvente (4gua, solu¢do aquosa de etanol 50% e alcool etilico 95%); seis
niveis de pH (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0); e cinco niveis de temperatura (35; 45; 55; 65 ¢
75°C), totalizando 90 tratamentos. Os corantes obtidos foram avaliados por colorimetria
quanto ao desvio em relagao ao padrao sintético azul de indigotina, sendo considerados
melhores aqueles que apresentaram menor desvio. Visualmente observou-se um maior
escurecimento do azul, com tendéncia ao preto, quando a temperatura foi aumentada, sem,
entretanto, descaracterizar a cor. As melhores condi¢des obtidas foram em pH 4,0 a 75°C.
O mesmo valor de temperatura foi considerado 6timo para os solventes etandlicos, porém o
otimo para agua foi de 55°C. Para os testes de estabilidade foram feitas extragdes com os
solventes etandlicos (50% e 95%), pois foram os que apresentaram visualmente maior
poder extrator, originando extratos com maior intensidade da cor azul. A escolha dos
solventes alcodlicos em detrimento da agua foi também fundamentada na viabilidade
econdmica da obtencdo dos corantes, uma vez que a eliminagdo de dgua torna o processo
demorado e caro. As extragcdes foram efetuadas nas condi¢cdes 6timas definidas nos testes
de extrag¢do no capitulo 1: pH 4,0 ¢ 75°C. Os parametros avaliados foram pH, oxigénio e
luz. Os extratos foram adicionados de solucao tampao e anti-fungico, colocados em vidros
fechados, e armazenados. As amostras foram divididas em duas solucdes-tampao de pH
distintos (4,0 e 6,0) e as amostras foram novamente divididas em outros dois grupos, sendo

um das amostras que foram simplesmente lacradas e outro que recebeu nitrogénio antes de
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ser lacrado. Antes do armazenamento houve uma nova divisdo para avaliar o parametro luz,
onde um grupo foi protegido de qualquer luminosidade e outro ficou diretamente exposto a
luz UV. Para a solugdo de etanol 50%, o tratamento nas condi¢des de pH 4,0 / oxigénio /
escuro foi aquele que apresentou melhor manutencdo da cor e maior saturagdo. Para o
solvente etanol 95% observou-se uma menor estabilidade nos tratamentos em maior pH
(6,0), com pior desempenho quando o pH 6,0 estava associado a presenca de oxigénio e
luz. Na saturacdo da cor o inverso foi observado, com melhor desempenho dos tratamentos
em pH 6,0 e destaque para as condi¢des de pH 6,0 / oxigénio / escuro. Com esse trabalho
foi possivel observar que o jenipapo ¢ uma fonte potencial para a obtengdo de corante azul
natural, apresentando inimeras variagoes de tonalidade que podem ser obtidas alterando-se
as condigdes de extragdo, e exploradas de acordo com a intengdo de aplicagdo. A obtencao
desse corante azul complementa a disponibilidade das cores primarias na forma de corantes

naturais, permitindo a combinagao para obten¢do das demais coloragdes para alimentos.



ABSTRACT

RENHE, Isis Rodrigues Toledo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2008.
Extraction and estability of blue colorant from Jenipapo (Genipa americana L.).
Advisor: Paulo César Stringheta. Co-advisors: Nilda de Fatima Soares and Tania Toledo

de Oliveira.

The aim of this present study was to evaluate the jenipapo fruit as a natural blue
colorant source to make it technical viable, as well as identify the best solvent to extract
jenipapo’s pigment, evaluate the pH and temperature effects on colorant production and
colorant stability obtained from different solvents. The colorant was obtaining using three
different solvents (water, alcohol water solution 50%, and alcohol 95%), six different pHs
(4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 ¢ 9,0); and five different temperatures (35; 45; 55; 65 ¢ 75°C) in a
total of 90 treatments. These colorants were analyzed for color measurement. The best
condition of extraction was pH 4,0 at 75°C. The same temperature was the best to extract in
alcohol solvents but not to water. The best temperature to water extraction was 55°C. The
best conditions (pH 4,0 a 75°C) was used to obtain alcohol extracts and then analyzed the
stability. It was chose the alcohol extracts because they showed the best colors and it is less
expansive eliminated alcohol than water. The extracts were added with buffer and
antifungical solutions and then they were storage in recipients to observe the effect of pH,
oxygen and light. Samples were divided in two different pH buffer solution (4,0 and 6,0)
then it was split in two groups, one of them receiving nitrogen before be sealed and the
other still with the local atmosphere. After that another split was done and one group was
put out of light and the other was put directly into UV light to evaluate light influence.
There was a significant influence between conditions and time of storage in both of extract
solutions alcohol 50% and 95%. On alcohol 50%, the best conditions were pH 4,0 / oxygen
/ dark and was that one who was the best to maintain the color and saturation. On alcohol
95%, the smallest stability was observed in pH 6,0 and the worse condition was identified
when occurred presence of oxygen and light. It was observed the opposite in saturation

with the best saturation in pH 6,0. It was possible observe with this study that jenipapo is an
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interesting natural source of blue pigment because it is possible to obtain a lot of different

blue colors changing the extractions conditions.
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1. INTRODUCAO GERAL

Os corantes vém sendo empregados ha milhares de anos. Em 5.000 a.C. ha relatos
do uso de corantes em cosméticos e a partir de 1500 a.C os corantes naturais como a
curcuma, a paprica ¢ o acafrdo passaram a ser utilizados para colorir alimentos
(MASCARENHAS, 1998). Os corantes naturais foram os pioneiros na arte de colorir,
adquirindo maior poder tintorial e durabilidade pela adi¢do de sais de aluminio e ferro.

A partir do século XIX passou-se a extrair e produzir corantes sintéticos, sendo
denominados também de artificiais, e utilizados nos alimentos para conferir cor ou repor a
cor natural perdida durante os processos de industrializagdo e/ou estocagem. A aparéncia e
a cor de um alimento estdo relacionadas com a aceitacdo e o desejo do consumidor em
consumir um produto, afetando a reacdo inicial. Ela também estd relacionada com a
qualidade de um alimento.

Os corantes podem ser adicionados ao alimento com o objetivo de reforcar a cor
presente no alimento, uniformizar a cor, restaurar a aparéncia original do alimento cuja cor
foi afetada pelo processamento e ainda, para colorir alimentos que normalmente nao
possuem cor, como agucar e refrigerante (HENRY, 1996).

Os corantes sempre geraram muita controvérsia entre os pesquisadores, 6rgaos
governamentais ¢ consumidores. Ha linhas que defendem a utilizacdo dos corantes
sintéticos, outras defendem a sua substitui¢do pelos corantes naturais e, ainda, ha aqueles
que acham desnecessaria sua aplicagdo. No entanto, h4 um consenso geral de que a busca
por alimentos mais saudaveis, por parte dos consumidores, tem levado a uma substitui¢ao
dos corantes sintéticos pelos naturais. Em alguns paises o emprego dos corantes sintéticos €
até mesmo proibido como ¢ o caso da Noruega e Suica.

A busca por qualidade de vida e o desejo de uma vida saudével resultam na procura
por alimentos naturais. Os corantes naturais vao de encontro com esse desejo porque além
de conferirem cor aos alimentos, podem contribuir com propriedades sensoriais, além de
ser uma fonte importante de compostos antioxidantes e substancias antimicrobianas. Dentre
os corantes naturais utilizados na industria de alimentos, os principais sdo urucum,

circuma, carmim, papricas, antocianinas e clorofila (MASCARENHAS, 1998).



Nos ultimos anos, a inocuidade dos corantes sintéticos comegou a ser questionada,
levando a proibi¢do de alguns deles em funcao da descoberta de suas toxicidades. Devido a
essa limitacdo e a tendéncia mundial de consumir produtos chamados “naturais”, o
interesse pelos corantes naturais tem crescido substancialmente (ROSA, 2004).

As industrias que utilizam corantes sintéticos usam como justificativa o fato de os
corantes naturais apresentarem aplicagdo limitada devido a fatores como a reduzida
estabilidade a luz; estabilidade a uma faixa restrita de pH e temperatura; baixa
uniformidade entre os diferentes lotes; necessidade de purificacdo do extrato, que leva a
produgdo em quantidades bem menores do que as necessidades do mercado, e baixo poder
tintorial, quando comparados aos corantes sintéticos (HENRY, 1996).

Entretanto, os corantes naturais como as betalainas, o carmim o [-caroteno, a
norbixina e a curcumina, por exemplo, muito utilizados pela industria alimenticia, possuem
cores intensas e seu uso em alimentos, geralmente, resulta em doses infimas para obtencao
do efeito desejado. Henry (1996) faz uma comparagdo interessante entre as absortividades
de alguns corantes naturais com os corantes azo que possuem matizes bem similares. O
autor verificou que alguns corantes naturais, em condi¢des idénticas de analise, sdo
consideravelmente mais intensos que os corantes sintéticos em questao.

Com a necessidade de substituir varios corantes artificiais, a industria de alimentos
recorreu a uma série de pigmentos naturais, que vao desde partes comestiveis de animais e
insetos, sucos vegetais e até substancias extraidas e purificadas. Uma enorme variedade de
novas fontes tem sido descoberta e pesquisada na natureza. Destacando-se a grande
biodiversidade das matas tropicais, o Brasil, com a Mata Atlantica e a Amazonia, consiste
em um pais com grande potencial para pesquisas nesse campo.

No entanto, o grande problema da industria alimenticia ¢ encontrar uma fonte
natural de corante azul. Por se constituir de uma cor primdria, conjuntamente com o
amarelo e o vermelho permite a produgdo de cor em todas as tonalidades requeridas pelas
industrias de alimentos. Na natureza somente as antocianinas apresentam essa tonalidade
em determinadas substancias, porém, ndo sao estaveis. Por isso o uso de corantes sintéticos
se faz necessario em produtos onde se deseja a cor azul ou necessite desta cor pra dar
origem a outras tonalidades, como o roxo e o violeta. Isso gera outro problema, pois na

maioria das vezes esse corante sintético ¢ utilizado em confeitos para criangas, agravando



as possibilidades de efeitos indesejaveis, como alergia e intoxicagdo. Essa dificuldade leva
a necessidade de pesquisas em cima de possiveis fontes para a produgdo de um corante azul
natural, que tendem a ser menos toxicos, mas que também demandam pesquisas quanto a
sua seguranga alimentar.

Uma dessas possiveis fontes que vem sendo pesquisada é o Streptomyces coelicolor,
um tipo de actinomiceto, que ¢ capaz de sintetizar pigmentos azuis. Além do pigmento
azul, observou-se a presenca de outro composto, denominado ‘“actinorhodim”, um
antibiotico capaz de inibir bactérias gram positivas como Staphylococcus aureus (ZHANG
et al., 2006). O pigmento extraido deste microorganismo foi classificado como substancia
ndo toxica (LDsy > 15.000 mg.kg™"). As boas caracteristicas deste pigmento sio um
indicativo de seu potencial como corante para ser empregado na industria de processamento
de alimentos, notadamente em bebidas e bolos. Entretanto, por limita¢des culturais, alguns
povos podem se mostrar ndo favoraveis ao uso de um corante proveniente de
microrganismo. Além disso, o fato do microrganismo produzir um antibidtico pode gerar
discussdes quanto a sua seguranga.

Uma alternativa possivel ¢ a busca de matéria-prima vegetal capaz de fornecer um
corante azul. Apesar de haver relatos em literatura do uso de jenipapo como fonte de
corante azul, esse nunca foi explorado em relacdo a sua viabilidade técnica. Sendo assim, o
presente trabalho teve por objetivo a avaliagdo da potencialidade do fruto do jenipapo como
fonte de corante azul natural, objetivando tornd-lo tecnicamente vidvel, bem como
identificar o solvente adequado para a extragdo dos pigmentos do jenipapo, avaliando o
efeito do pH e da temperatura na producdo do corante, e estudar a estabilidade dos

pigmentos obtidos por diferentes solventes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. COR NO ALIMENTO

A primeira caracteristica observada em um alimento ¢ a cor, e essa pré-determina
expectativas de sabor e qualidade. A cor ¢ um importante fator na escolha de um alimento.
Quando cor e sabor sdo corretamente correlacionados, isto é, a cor ¢ caracteristica do
produto, o sabor ¢ imediatamente identificado na maioria dos casos (HENRY, 1996). A
memoria leva, por exemplo, a rejeicao de alimentos que fogem do padrdo como morangos
azuis, carne amarela e beterraba verde.

Desde sempre, corantes naturais, especiarias, ervas € vegetais tém feito parte da
dieta diaria do homem. Eles vém sendo consumidos por geracdes, auxiliando a
identificacdo de alimentos e a avaliagdo do seu paladar. A cor define o valor estético do
alimento, determina a expectativa do consumidor quanto ao sabor e textura e regula o
apetite (STINTZING & CARLE, 2004). Para a industria de alimentos a manutencao da
aparéncia do alimento o mais proxima do natural ¢ o maior desafio, admitindo-se, que a cor
pode ser alterada pela agdo da luz, temperatura, oxigénio, ions metdlicos e enzimas
endogenas. Além disso, a cor de frutas e vegetais varia com as estagdes ¢ condi¢des de
cultivo, colheita e tratamentos pos-colheita. Consequentemente ha uma necessidade
tecnologica de colorir o alimento com o objetivo de restaurar a cor natural do mesmo, e
compensar as variagdes naturais do produto e as alteragdes que ocorrem durante a producao
industrial (STINTZING & CARLE, 2004).

Nao hé duvidas de que ¢ tecnologicamente vidvel obter corantes naturais de plantas
€ microrganismos, uma vez que ha na natureza uma enorme quantidade de pigmentos que
ndo foram suficientemente estudados. Porém, deve-se avaliar a viabilidade para a sua
produgdo industrial. Assim, o cultivo deve ser em larga escala, de facil colheita e
estocagem, e a extracao tem que ser viavel economicamente.

A cultura de tecidos tem sido colocada como uma boa alternativa para os cultivos
tradicionais. Porém essa técnica tem a desvantagem de ndo ser interessante
economicamente para a produgdo de pigmentos porque a taxa de crescimento celular da

planta ¢ lenta. Em contrapartida, a producdo microbiana tem a vantagem de produzir



grandes rendimentos, mas pode ndo ser aceita em sociedades ndo habituadas com seu
consumo em alimentos.

A grande variedade de cores nas plantas ¢ devido a combinagdo de um numero
relativamente pequeno de pigmentos. Na alimentagdo humana eles sdo consumidos em
grande quantidade proveniente do consumo direto das plantas e vegetais, mas sdo pouco
significativos quando vindos de adigdo em alimentos.

Viarias espécies podem ser consideradas plantas corantes, como as especiarias
(urucum e curcuma), as hortalicas (beterraba e espinafre), plantas ornamentais (‘“mary-
gold”) frutiferas (uva e jenipapo), plantas fibrosas (vinagreira), dentre outras (KATO,
1998).

Como exemplo das possibilidades que grandes ecossistemas apresentam em termos
de biodiversidade, podemos citar algumas plantas da regido amazonica que sdo utilizadas
para a obten¢do de corantes ou que estdo em estudo para avaliar seu potencial de uso e as
caracteristicas de seus corantes. Dentre essas estdo o urucum, a curcuma, o dendé, o cacau,
0 agai, o cara-roxo e o jenipapo. Ha ainda algumas que necessitam estudos profundos, tais
como: anil verdadeiro, bartimdo, baruti, carajuru, cumaté, guarand, mucaja, pau terra,
pequi, pupunha, tajuba, tua, tucuma, umari e vinagreira (KATO, 1998).

Um aspecto importante a ser avaliado, e que deve evoluir com o uso dos corantes
naturais, sdo as embalagens. H4 uma interagdo muito grande dos produtos com as
embalagens. O uso de embalagens ativas com barreiras a condi¢des deletérias aos corantes
naturais torna o emprego desses mais viavel, devido ao fato dos corantes naturais serem na
sua maioria degradéaveis e sensiveis a luz, calor, oxigénio e a microrganismos (FURTADO,
2006). O aprimoramento nas embalagens complementa uma tendéncia de uso dos corantes
naturais em produtos de maior valor agregado, voltados para um publico com poder
aquisitivo superior. Nesse caso, 0 consumo atinge praticamente toda a gama de corantes
naturais, da bixina do urucum, ao carmim de cochonilha, de coloracdo vermelha

(FURTADO, 2006).



2.2. A COR E SUA AVALIACAO INSTRUMENTAL

Os objetos sdo coloridos porque absorvem mais certos comprimentos de onda da
radia¢do visivel, enquanto outros sdo transmitidos ou refletidos. Um objeto azul, por
exemplo, apresenta tal cor porque, quando a luz branca composta do vermelho, laranja,
amarelo, verde, azul e violeta em definidas proporcdes, incide sobre o mesmo, a cor azul ¢
muito pouco ou nada absorvida, enquanto que as outras cores sdo essencialmente retidas,
ocorrendo assim, um distlrbio no equilibrio de cores, e a solu¢do adquire a coloragdo azul.
Quando ocorre a absor¢ao de certo comprimento de onda de forma mais pronunciada que
em outros temos o que o observador humano reconhece como cor, fisicamente como o
comprimento de onda dominante ou fisiologicamente como tonalidade (PONTES, 2004).

Das cores que compde a cor branca, algumas sdo ditas primarias enquanto outras
sdo denominadas complementares. Cores primarias (vermelho, azul e amarelo) sdo aquelas
que, por combinacdo adequada, rendem as demais cores do espectro do visivel. Assim, a
combina¢do do azul com o amarelo produz o verde, do vermelho com o azul produz o
violeta, etc. Cores complementares por sua vez, sdo aquelas que, por mistura binaria,
originam a cor branca. Sdo cores complementares: o vermelho com o verde, o azul com o
laranja ¢ o amarelo com o violeta. Todas as cores existentes no espectro podem ser
visualizadas pela adi¢do e subtracdo de diferentes quantidades das cores amarela, azul,
vermelha, verde, laranja e violeta.

Quando se adiciona branco a qualquer uma das cores primadrias, elas recebem mais
luz. J4 a adigdo do preto subtrai sua luz. A combinagdo das cores primarias com
secundarias em partes iguais da origem a cor cinza, que funciona como ponto médio de
todas as outras cores (MASCARENHAS, 1998).

A percepcao das cores vai muito além da estrutura do pigmento, do comprimento de
onda e da subtracdo e adi¢gdo dos raios luminosos. A percep¢ao de cor pelos olhos depende
bem mais de fatores intrinsecos ao ser humano como a fisiologia do olho e do cortex
cerebral e a psicologia humana.

A visdo ¢ um processo complexo que envolve a passagem de luz pelas diversas
partes do olho, como a cornea, humor aquoso, pupila e humor vitreo, até que chega a retina

e as células fotossensiveis, gerando um processo que contribui para a sensagao de visao.



Por isso, algumas vezes a cor nao ¢ considerada uma propriedade intrinseca do objeto, nem
da luz; ela corresponde ao efeito que um estimulo provoca na retina € no nervo otico,
quando chega ao cérebro.

Todas as cores existentes no espectro podem ser criadas por subtracdo ou adi¢ao de
diferentes quantidades das cores amarela, azul, vermelha, verde, laranja e violeta, em graus
diferentes de intensidade. J4 as cores dos pigmentos, presentes em flores, arvores, frutos,
etc, possuem sua estrutura quimica correspondente. Pode-se concluir que cada pigmento
possui ressondncia propria e um determinado comprimento de onda correspondente a sua
cor, que sdao obtidos por subtragdo ou absor¢do de certas partes do espectro
(MASCARENHAS, 1998).

A principal diferenga entre um corpo azul, iluminado por luz branca, e uma fonte
emissora de azul € que o corpo azul estd absorvendo o verde e o vermelho refletindo apenas
azul enquanto que a fonte emissora de luz azul emite efetivamente apenas azul. Se o objeto
fosse iluminado por essa luz ele continuaria a parecer azul. Mas, se pelo contrario, ele fosse
iluminado por uma luz amarela (luz Vermelha + Verde) o corpo pareceria negro.

A colorimetria tricromatica se baseia na suposicdo de que existe na visdo um
sistema trireceptor. Nao importa qual a composi¢cdo espectral da radiacdo que chega na
retina, sua resposta sera analisada segundo trés parametros (LOZANO, 1978). Isso implica
num processo de integracdo. Quando o observador v€ uma cor, ele pode discriminar sua
claridade, tonalidade e saturag¢do, ndo podendo dizer nada sobre sua composi¢ao espectral.

A tonalidade ¢ uma grandeza que caracteriza a qualidade da cor, como vermelho,
verde e azul dentre outros, permitindo que elas sejam diferenciadas e que estd associada a
certo comprimento de onda do espectro visivel. A saturacdo descreve a intensidade ou
quantidade de uma tonalidade, indicando a propor¢do em que ela estd misturada com o
preto, branco ou cinza. Também chamada de pureza ou intensidade da cor, ¢ a qualidade
que nos permite distinguir cores fortes de fracas. Luminosidade, por sua vez, ¢ a qualidade
que caracteriza o grau de claridade da cor e esta associada a sensagdo produzida por uma
superficie com essa cor, indicando se as cores sdo claras ou escuras. A luminosidade vai do
preto ao branco (PONTES, 2004; RAMOS & GOMIDE, 2007).

O principio fundamental da colorimetria foi enunciado por Newton em 1672, que

afirmou que qualquer cor pode ser igualada pela soma das trés cores primarias



convenientemente escolhidas. Como existem infinitas nuances das cores primadrias, ¢
necessario especificar quais sdo em cada caso. Por isso temos os estimulos de referéncia
(LOZANO, 1978). Dessa forma, para que se tenha uma representacdo numeérica satisfatoria
da cor, a curva espectrofotométrica deve ser reduzida a trés numeros denominados valores
triestimulos ou valores cromaticos-padrao. O Comité Internacional em Iluminagdo (CIE)

N0

recomenda o uso do sistema-padrao fundamentado em um “observador-padrao”, que simula
o olho humano e consiste em trés filtros primarios de cor. A curva espectrofotométrica ¢
especificada em termos de X, Y e Z, em que X esté relacionado com a cor vermelha, Y com
a Luminosidade e cor verde e Z com a cor azul.

Os valores de X, Y e Z foram calculados a partir das curvas-padrao observadas do
espectro visivel. Vérias escalas de cores foram desenvolvidas tendo como base o sistema
CIE XYZ e todas criadas para simular a resposta humana aos estimulos das cores. Em cada
sistema, a cor ¢ alocada em um so6lido de cor tridimensional, onde ¢ quantificada. Deve-se
ressaltar que todas as escalas usualmente empregadas representam um sélido tridimensional
de cor e sdo matematicamente interconversiveis (PONTES, 2004).

Hunter desenvolveu um colorimetro fotoelétrico triestimulo que ganhou bastante
aceita¢do na industria de alimentos. O equipamento consiste basicamente de trés circuitos
separados, filtros cuidadosamente selecionados e fotocélulas que fornecem estreitas
aproximacdes de X, Y e Z, que sdo funcgdes do sistema CIE. A coordenada L
(luminosidade) de Hunter est4 relacionada a grandeza Y do sistema CIE (Equagdo 1). A
coordenada a ¢ mensuravel em termos de intensidade de vermelho e verde (Equacdo 2), e a
coordenada b esta relacionada com a intensidade de amarelo e azul (Equacdo 3). A Figura 1
mostra um solido de Hunter, onde a coordenada a é funcdo de X e Y, € a coordenada b, de

ZeY.
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Em que:
X, Y, Z sdo os valores triestimulos;
X, Yu, Zy sdo valores triestimulos de padrdes de iluminantes;

K. e Ky sdo os coeficientes de cromaticidade para o iluminante usado;

L,a,b Color Solid

L= 100

Figura 1 — Sélido de Hunter.

De acordo com PONTES (2004) juntas, as coordenadas a e b podem gerar
parametros relacionados a tonalidade (h) (Equacao 4) e saturagdo ou croma (C) (Equagao 5).

As equacdes a seguir mostram as relagdes entre tais grandezas:

c=+a’+b> @)
h® = arctan(b/a) (5)
Em que:
¢ ¢ o indice de saturagdo da cor. Corresponde ao comprimento da projecdo da localizagao
da cor no plano (a, b), ou seja, o comprimento do vetor.
h é o angulo de tonalidade da cor. Utilizado para estimar a posi¢do de uma amostra no

solido de cor.



Por convengdo, o angulo 0° ¢ fixado no eixo horizontal com +a (vermelho),
aumentando no sentido anti-horario. O sélido de cor ¢ dividido em quadrantes, ¢ a
interpretacdo das diferencas de tonalidade, no so6lido como um todo, pode ser feita da
seguinte forma: vermelho (330° a 25°), laranja (25° a 70%), amarelo (70° a 100°), verde
(100° 2 200%), azul (200° a 295°) e violeta (295 a 330°) (RAMOS & GOMIDE, 2007).

Entretanto, o valor obtido a partir da equacao do angulo de tonalidade encontra-se
no intervalo de -90 < h < 90, que representa posi¢des no primeiro (valores positivos) e
quarto quadrantes (valores negativos). Para obter as posi¢des nos demais quadrantes ¢
necessaria uma observagdo conjunta com os valores de a e b. Quando a é negativo ¢
necessario somar 180 ao valor de h. Da mesma forma, quando a amostra se encontra no
quarto quadrante (a positivo e b negativo), ¢ necessario somar 360 ao valor de h (RAMOS
& GOMIDE, 2007).

Como descrito, os instrumentos foram desenvolvidos para reproduzir a resposta das
cores observadas pelo olho humano. Sao os sistemas de cores usados para descrevé-las em
termos matematicos, numa linguagem sistematizada e aceita universalmente, que tem o

objetivo de uniformizar esse atributo, tornando mais objetiva sua aplicacdo industrial.

2.3. JENIPAPO

O jenipapo ¢ o fruto do jenipapeiro, uma arvore da familia das Rubiéceas,
pertencente 2 mesma familia do café, e chamado cientificamente de Genipa americana. E
uma espécie nativa bastante comum em grande parte do Brasil, em varias formagdes
florestais situadas em varzeas umidas ou encharcadas (LORENZI, 1998). As variedades
mais comuns de jenipapeiro sdo: jenipapeiro-pequeno, médio e grande, jenipapeiro com
caroco, jenipapeiro sem carogo, jenipapeiro sempreflorens (produz frutos o ano todo),
jenipapeiro macho e jenipapeiro fémea (XAVIER & XAVIER, 1976; EPSTEIN, 2001). A
arvore floresce durante os meses de outubro a dezembro. Os frutos amadurecem nos meses
de novembro a dezembro, quase simultaneamente com a nova florada (LORENZI, 1998).

Fruteira indigena, o jenipapeiro tem importancia ecoldgica para o repovoamento de
animais da fauna brasileira, sendo muito util para plantio em areas brejosas degradadas,

crescendo com mais facilidade em regides de clima quente, como os Estados do Nordeste e
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do Norte do Brasil (LORENZI, 1998; EPSTEIN, 2001). Devido as -caracteristicas
adaptativas ao ambiente ciliar, combinadas com o rapido crescimento e abundante produgao
de sementes, a G. americana tem sido muito recomendada ¢ utilizada na recuperagdo de
areas degradadas (SEBBENN, 1997).

Na cultura popular o jenipapo tem indicagdes medicinais e, em alguns lugares, ¢
considerado afrodisiaco. Sua polpa ¢ usada contra ictericia, afeccdes do estobmago, bago e
figado. H4 referéncias de que a goma extraida do tronco do jenipapeiro tem efeito
antidiarréico e propriedades antigonorréicas. O cha de suas raizes ¢ utilizado como
purgativo; as sementes esmagadas como vomitorio; o ché das folhas como antidiarréico; o
fruto verde ralado ¢ para asmaticos; as brotagcdes sdo desobstruinte; ¢ o suco do fruto
maduro € tonico para estdmago e diurético (SANDRI, 1998; EPSTEIN, 2001).

Algumas dessas aplicagdes medicinais sdo reportadas e pesquisadas também
cientificamente. Gottlieb & Mors (1980) em um levantamento sobre o uso potencial de
extratos de arvores brasileiras cita alguns iridoides presentes em G. americana como
compostos ativos. Os acidos genipico e genipinico foram considerados antimicrobianos
enquanto geniposideos e 4cido geniposidico apresentaram atividade purgativa (Figura 2).
Os iriddides sdo substancias monoterpenoidicas formadas em plantas por uma ciclizagdo
alternativa do pirofosfato de geranila. A estrutura quimica dessas substancias ¢ baseada no
esqueleto ciclopentano-[C]-pirano, iriddides carbociclicos, ¢ a clivagem oxidativa da
ligacdo 7,8 do anel ciclopentano fornece os chamados secoiridéides. Em
quimiossistematica, os iridoides representam um marcador importante em classificaciao

vegetal, filogenia e evolu¢ao (SAMPAIO-SANTOS & KAPLAN, 2001).
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Figura 2 — Estrutura quimica do acido geniposidico (A) e do geniposideo (B).

Ono et al. (2005) identificaram quatro novos iridoides glicosidicos de jenipapo, os
quais foram chamados de genamesideos A-D, além dos ja conhecidos acido geniposidico,
geniposideo, gardenosideos e genipina-gentiobiosideo. Na avaliagdo da atividade anti-
promotora de tumores dos iridoides de jenipapo, todos apresentaram essa atividade. O
geniposideo foi menos ativo do que o acido geniposidico, entretanto sua aglicona genipina
teve efeito notavel. A genipina (Figura 3) além de 6tima atividade também teve toxicidade
insignificante (UEDA & IWAHASHI, 1991). Esse composto também esta relacionado com
a formacao do corante azul. Segundo Butler et al. (2003) o geniposideo, que da origem a

genipina via hidrélise enzimatica com B-glicosidases, representa 4 a 6% do fruto seco.

COzMe
X
(0]

OH
HO

Figura 3 — Estrutura quimica da genipina.

Na alimentacao do homem, o fruto ¢ comestivel ao natural e empregado no preparo
de compota, doce cristalizado, refresco, suco, polpa, xarope, licor, vinho, alcool, vinagre e

aguardente. J4 na industria de madeira, a madeira de cor branca (marfim) ¢ mole e eléstica,
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flexivel, racha com facilidade, recebe bem o verniz e tem longa duragio. E empregada em
constru¢do naval e em construgado civil, em marcenaria de luxo, em tanoaria, em fundi¢des
(moldagem de pecas) e em xilogravura, entre outros (EPSTEIN, 2001).

Outra aplicagdo ¢ na alimentagcdo de animais, onde folhas e frutos sdo cortados em
pedagos pequenos para alimentar bovinos, caprinos e suinos, € o curtimento de couros, pois
a casca do caule (cor cinza-claro) e o fruto verde sdo ricos em tanino (SANDRI, 1998;

EPSTEIN, 2001).

2.3.1. CARACTERIZACAO FiISICO-QUIMICA DO FRUTO

O jenipapo, como ¢ conhecido na maior parte do territorio brasileiro, também ¢
chamado de jenipé ou jenipapinho no Pard, huito na fronteira entre Brasil e Peru, genipa na
Guiana Francesa, guayatil no Panama, nandipaguazii na Argentina e jagua em outros paises
de lingua espanhola (SANDRI, 1998).

O jenipapo ¢ uma baga ovoide com 5-12 cm de diametro, carnuda e comestivel.
Quando verde ¢ adstringente. Contém boa quantidade de agucar e acidez pronunciada,
variando com a espécie e dependendo do clima e solo. Sua casca ¢ mole e rugosa, de cor
amarelo-pardacenta, castanho-escura ou esverdeada. A polpa ¢ aromatica, vinosa, mole e
envolve numerosas sementes de consisténcia dura e fibrosa (XAVIER & XAVIER, 1976;
SANDRI, 1998; EPSTEIN, 2001).

Os frutos do jenipapeiro sdo comestiveis e muito apreciados. Quando ainda verde
fornecem suco de cor azulada que ¢ utilizado como corante. Deve ser colhido no ponto
certo de maturacdo para que possa ser aproveitado. Apos a maturagdo fornece polpa
comestivel aproveitada ao natural e na forma de doces. O suco fermentado transforma-se
em vinho e licor (LORENZI, 1998).

O jenipapo ¢ caracterizado na literatura por sabor acido e aromas frutais. Borges &
Rezende (2000) detectaram como volateis majoritarios os acidos octanoico (34,1%), 2-
metilbutirico (9,1 %), hexanoico (18,2%) e os ésteres 2-metil- 2-(E)-butenoato de metila
(4,1%), octanoato de etila (3,2%) e 2-propilfurano (2,5%), sendo os &cidos butirico, 2-
metilbutirico e hexandico responsaveis pelas notas pungente e acida, e a caracteristica frutal

foi atribuida a presenca dos ésteres 2- e 3-metilbutirato de etila.

13



Alves (2004) encontrou resultados parecidos com os de Borges & Rezende (2000),
sendo as amostras caracterizadas pelo elevado niimero de ésteres e alcoois. Além disso,
foram identificados pela primeira vez em jenipapo varios alcoois, como etanol, 2-
metilpropanol, 2-pentanol, butanol, 2-metilbutanol, 3-metilbutanol, 2-heptanol, hexanol, 2-
butoxietanol, 2-nonanol e octanol, assim como alguns compostos carbonilicos como 2-
pentanona, 4-metil-2- pentanona, acetofenona, além dos ésteres 2-metilbutanoato de metila,
butanoato de metila, 2-metilenobutanoato de metila, (Z)-3-hexenoato de metila, (Z)-3-
octenoato de metila, benzoato de metila, 4-decenoato de ctila e salicilato de metila, uma
lactona (capralactona) e um hidrocarboneto (ciclooctatetreno). O mesmo trabalho
determinou 27 compostos importantes para o aroma caracteristico de jenipapo. O acido
hexandico, 2- metilbutirico, uma mistura de 2- e 3-metilbutanol e um composto nao
identificado foram responsaveis pelo aroma acido, de fermentado e queijo e também por
notas desagradaveis como chulé. Os compostos 2-metilbutanoato de metila, linalol,
octanoato de metila, ¢ um outro composto ndo identificado foram responsaveis pelas notas
“frutal” e adocicada da fruta (ALVES, 2004).

O fruto apresenta quantidade consideravel de polpa, sendo a relagdo de 12,05% de
casca, 47,81% de polpa e 40,61% de carogo (CRUZ & PEREIRA, 1985). A polpa do
jenipapo apresenta baixa acidez, alto conteiido de umidade, baixo percentual de proteina e
lipidio, alto contetdo de agucares, regular teor de ferro, boa taxa de calcio e fosforo, alto
contetdo de taninos, e apenas tragos de vitamina C e pectina (FIGUEIREDO et al., 1986a).

A Tabela 1 apresenta a composi¢ao dos frutos de jenipapo em diferentes estagios de

maturagao.
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Tabela 1: Composigdo quimica dos frutos de jenipapo verde, “de vez” e maduro

Estagio de maturacdo

Determinagdes Verde “De vez” Maduro
pH 4,2 4,00 4,00
Acidez titulavel total (% acido citrico) 0,93 0,98 0,94
Solidos soluveis (°Brix) 14,00 20,00 20,00
Vitamina C (mg.lOOg"l) Tragos Tragos Tragos
Taninos (mg.100g™) 609,55 280,00 254,55
Umidade (%) 74,67 74,14 74,81
Cinza (%) 1,02 0,86 0,85
Proteina (% N x 6,25) 0,74 0,62 0,68
Lipidios (%) 0,27 0,32 0,35
Fibra (%) 1,8 2,03 2,03
Glicidios redutores (%) 8,46 8,00 11,39
Glicidios ndo redutores (%) 5,27 7,23 4,33
Amido (%) 6,44 5,62 4,62
Pectina (mg.100g™) Tragos Tragos Tragos
Calcio (mg Ca.100g™) 46,33 33,40 45,82
Ferro (mg Fe.100g™) 0,79 0,73 0,80
Fosforo (mg P,05.100g™) 47,70 41,40 33,50

Fonte: FIGUEIREDO et al. 1986 (a)

Figueiredo et al. (1986a) avaliaram as caracteristicas fisicas e quimicas do jenipapo
em diversos estagios de maturag¢do. O teor de proteinas encontrado na polpa do fruto verde
foi superior aos encontrados para o fruto “de vez” e maduro, provavelmente devido as
diferencas no grau de reorganizagdo de sistemas celulares no periodo climatérico. No teor
de amido houve uma diminui¢do a medida que o fruto amadureceu, provavelmente porque
muitos carboidratos soluveis, ao lado do amido, sdo completamente metabolizados com o
amadurecimento do fruto.

A polpa do fruto verde apresentou maior quantidade de calcio e fosforo, enquanto a
do maduro mostrou-se superior em ferro. O teor de tanino diminui a propor¢do que o fruto

amadurece, pois durante o amadurecimento do fruto varios taninos monoméricos sao
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sintetizados, os quais se polimerizam durante o curso de seu desenvolvimento
(FIGUEIREDO et al.,, 1986a). O fruto do jenipapo absorve agua facilmente e sua
durabilidade quando maduro ¢ de no maximo 2 dias (CRUZ & PEREIRA, 1985).

Quanto a composicao de acidos graxos na fragdo lipidica da polpa do fruto, tem-se a
seguinte concentragdo: palmitico 37,20%; oléico 25,65%; estearico 5,36 %; miristico
5,26%; laurico e caprico ambos com 2,25%. Com base nestes valores, dos acidos graxos
identificados, verifica-se uma predominancia dos acidos graxos saturados (52,32%) sobre
os acidos graxos insaturados (25,65%). Alguns acidos graxos ndo foram identificados no
trabalho de Figueiredo et al. (1991). A farinha da polpa desengordurada de jenipapo
apresenta valores elevados de acido aspartico, acido glutamico e leucina. Também ¢ rica
em argina, aminoacido essencial para a engorda de frangos (CRUZ & PEREIRA, 1985).

Com relacdo a semente, a andlise cromatografica revelou 20,03% de acidos graxos
saturados, palmitico e estedrico, e 79,97% de insaturados, oléico e linoléico, sendo esse
ultimo predominante (FIGUEIREDO et al., 1991). Convém destacar o elevado percentual
de acido linoléico (60,49%) presente no 6leo da semente, uma vez que este se apresenta
superior ao encontrado em outros dleos vegetais considerados ricos em relagdo ao referido
acido, como por exemplo, milho (55,00%), soja (53,00%), semente de algodao (51,50%) e
amendoim (26,00%) (FIGUEIREDO et al., 1991).

A exemplo da maioria das frutas tropicais, o jenipapo ¢ altamente perecivel,
deteriorando-se em poucos dias, fato que dificulta a sua comercializagdo, aumentando as
perdas. A industrializacdo surge, portanto, como alternativa para reduzir as perdas,
principalmente no pico da safra quando alcangam menores precos pelo excesso de oferta e
pela concorréncia de outras frutas. O trabalho de Andrade et al. (2003) estudou a
viabilidade do uso de desidratacdo osmotica do jenipapo como um processo capaz de
contribuir tanto na conservagdo do produto, como nas caracteristicas organolépticas do
mesmo. O estudo demonstrou um efeito benéfico do processamento sobre a conservagao,
no que diz respeito a contagem de bolores e leveduras. Nesse trabalho, o uso de agucar
como agente osmotico além de aumentar a aceitacdo do produto pelos consumidores,
também aumentou o valor energético do fruto.

Silva et al. (1998) observaram que os frutos de jenipapo perdem grande quantidade

de dgua durante o armazenamento, tanto em condi¢des ambientais quanto sob refrigeragao,
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concomitantemente com o aumento no teor de sélidos soluveis totais. Porém, a refrigeracao
se mostrou mais eficaz na manutencao da vitamina C em niveis comerciais, bem como na
manuten¢do da integridade fisica dos frutos durante o armazenamento, refletindo na
firmeza da polpa. De modo geral, a refrigeragdo a 10°C retarda acentuadamente as
alteracdes fisico-quimicas caracteristicas do amadurecimento.

Numa avaliacdo de diferentes tipos de métodos de conservacdo de néctares de
jenipapo, empregando baixa temperatura (congelamento), alta temperatura (100°C por 15
minutos) e aditivos quimicos (benzoato de sodio e metabissulfito de s6dio), a conservagdo a
baixa temperatura apresentou melhor estabilidade durante 150 dias de estocagem. Os
néctares que foram preservados pelo calor e por aditivos quimicos apresentaram
escurecimento gradual quando comparados com os mesmos produtos conservados por
congelamento. Com base nos resultados das analises microbiologicas, todos os métodos
aplicados foram eficientes. O néctar conservado por congelamento revelou maior grau de
aceitabilidade por parte da equipe de provadores, muito embora, estatisticamente ao nivel
de 1% de significancia, ndo tenha sido detectada diferenca significativa entre os valores
atribuidos a cor e sabor dos diferentes tipos de tratamentos dados aos néctares

(FIGUEIREDO et al., 1986b).

2.3.2. EXTRACAO DE CORANTE DE JENIPAPO

Desde épocas remotas os indigenas utilizam o suco do jenipapo obtido apods
mastigacdo do fruto em pinturas corporais, de utensilios ¢ no tingimento de tecidos,
imprimindo-lhes coloragdo negra (PENALBER et al., 1996). Penalber et al. (1996),
determinaram que o fruto de jenipapo ainda verde produz por oxida¢do um corante azul
escuro soluvel em 4gua e etanol. Segundo Nazaré¢ (1998), os frutos maduros submetidos a
extragdo com varios solventes fornecem um extrato amarelo cristalino, enquanto que a
extragao com solugdes diluidas de hidroxido de sodio resulta em um extrato de coloragao
azul, cujo pigmento principal ¢ um geniposideo. Esse geniposideo ¢ semelhante a genipina,
corante natural usado em alimentos em paises da Asia. Os frutos de Gardénia jasmindides

fornecem extratos amarelos (geniposideos), os quais quando submetidos a hidrélise em
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presenga de beta-glucosidase, reagem posteriormente com aminoacidos, dando formacgao ao
pigmento azul (NAZARE, 1998).

Segundo Penalber et al. (1996), o suco apenas retirado do fruto apresenta cor citrina,
que passa pouco a pouco ao verde, ao azul-violaceo, ao azul e, finalmente, ao azul-escuro,
atingindo o negro-verdoengo por envelhecimento. As cuias utilizadas pelos indigenas sao
tingidas de um negro profundo, retirado do suco de jenipapo, que em contato com urina
durante varios dias, fermenta e fornece, por desdobramento da uréia, o carbonato de
amonio, facilitando a transformacdo da matéria corante e imprimindo-lhe maior intensidade
no colorido.

Penalber et al. (1996) fizeram uma avaliagdo da extracdo de corante de jenipapo e
verificaram que dgua e etanol extrairam corante de colora¢do azul intensa, que passou a
negro, principalmente em temperaturas superiores a 80°C. Nao houve extracdo com
hexano, o que levou a conclusdo de que o corante ¢ polar. O trabalho também concluiu que
ha variacdes quanto ao tamanho dos frutos e variagdes de cor em fungdo do pH, e que o
extrato deve ser mantido protegido da acdo do ar visando aumentar a estabilidade do
mesmo (PENALBER et al., 1996).

A importancia dos compostos nitrogenados ¢ melhor descrita por Touyama e
colaboradores (1994a) que descreveram a reacdo espontanea de aminas primarias, incluindo
proteinas, com genipina, um dos iridoides constituintes do jenipapo, formando um
pigmento azul. Essa rea¢do ndo ocorre com aminas secundarias e terciarias, € o oxigénio ¢
indispensavel para a formagao de cor azul.

A reacdo da genipina com metilamina, uma amina primaria simples, em meio
hidroalcdolico na presenca de oxigénio atmosférico gera uma mistura de polimeros de alto
peso molecular, com coloracdo azul. Quando a mesma reagdo foi conduzida sob atmosfera
de nitrogénio, a mistura da reagdo primeiro ficou amarela e depois vermelho-amarronzada,
chegando finalmente a azul na presenga de oxigénio no meio de reacdo (TOUYAMA et al.,
1994a). Nessas condi¢des obtém-se um pigmento azul constituido por uma mistura de
polimeros de alto peso molecular que ¢ soluvel em 4gua, metanol e etanol, mas insoluvel
em outros solventes organicos como o cloroférmio. Essas observacdes quanto a
solubilidade corroboram as observagdes feitas por Penalber et al. (1996). Os compostos

amarelos foram considerados precursores dos compostos vermelho-amarronzados, e ambos
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se mostraram como sendo intermediarios da rea¢do de formacdo dos pigmentos azuis
(TOUYAMA et al.,, 1994b). A formagdo desses pigmentos intermediarios ocorre sob
atmosfera inerte e eles apresentam uma estrutura bésica de 2-metil-4-carbometoxi-2-
piridine como esqueleto. A substancia amarela isolada se mostrou altamente instavel,
tornando-se facilmente vermelha durante os processos de isolagdo (TOUYAMA et al.,
1994b).

Considerando a formagdo do pigmento azul a partir de produtos intermediarios com
a passagem de oxigénio pela solucdo de reagdo e a partir de genipina e metilamina em
solugdo hidroalcoolica, mesmo sob exclusdo de oxigénio, sob irradiagdo ultra-violeta, o
pigmento azul deve ser formado através de polimerizagdo induzida por um radical de
oxigenio e dehidrogenagdo dos pigmentos intermedidrios (TOUYAMA et al., 1994a).

Butler et al. (2003) descrevem a formagdo de reagdes cruzadas entre genipina e
biopolimeros contendo grupos de aminas primdrias em duas etapas. Primeiramente, hd uma
reacdo de substitui¢do nucleofilica Sy2, que envolve a substituicdo de um grupamento éster
na molécula de genipina por uma amida secundaria. O nucleofilio nesse caso ¢ um grupo de
amina primdria. A segunda reacdo ¢ a substituicdo nucleofilica do grupamento éster, que
ocorre tardiamente na reacdo. Na segunda parte, a reacdo comeg¢a com um ataque
nucleofilico inicial do carbono C3 da genipina, pelo grupo amino primario, formando um
grupo aldeido intermediario. A abertura do anel dihidropirano ¢ seguida pelo ataque da
amina secundaria formada na primeira etapa, ao grupo aldeido formado. Além dessas
reacdes cruzadas, ha indicios de que a formagdo de pigmentos azuis envolve outras reagdes
mais complexas. A figura a seguir apresenta o esquema de reacdo da formagao de reagdes

cruzadas envolvendo a genipina (Figura 4).
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Esquema da reacao 1
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Figura 4 — Reagdes cruzadas envolvendo genipina (Adaptado de BUTLER et al. 2003).
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CAPITULO 1 — EFEITO DO pH, TEMPERATURA E SOLVENTES SOBRE A
EXTRACAO DE CORANTE DE JENIPAPO

1. INTRODUCAO

O comportamento humano ¢ influenciado pela aparéncia e a cor dos alimentos ¢ um
consideravel atributo de qualidade, ndo s6 servindo de base para a identificacdo e a
aceitagdo de grande variedade de produtos, mas também influenciando negativa ou
positivamente na percep¢ao dos demais atributos sensoriais.

Os corantes naturais sdo um grupo variado de compostos, sendo dificil fazer
comentarios gerais sobre sua natureza e desempenho. Apesar da grande variedade de cores
nas plantas, essa ¢ devido a combinagdo de um numero relativamente pequeno de
pigmentos. Na alimentagdo humana eles s3o consumidos em grande quantidade proveniente
do consumo direto das plantas e vegetais, mas sdo pouco significativos quando vindos de
adicao em alimentos processados.

Dentre as desvantagens dos corantes naturais estdo a sua baixa estabilidade
apresentada nos alimentos quando comparados com os sintetizados. Sao sensiveis ao calor,
pH e luz, mas para a maioria dos pigmentos ¢ em determinadas condi¢gdes & possivel
minimizar esses efeitos. O conhecimento dos mecanismos existentes nas plantas que
naturalmente protegem a degradacdo das moléculas ¢ a chave para se desenvolver métodos
para a manuteng¢do da estabilidade dos pigmentos.

A busca por fontes alternativas leva a identificagdo de plantas pouco conhecidas na
biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento de novas tecnologias de obtengdo e
processamento. A estabilizacdo depende da molécula a ser utilizada e das caracteristicas
fisico-quimicas do alimento em que vai ser adicionado. Algumas descobertas recentes ainda
ndo sdo viaveis economicamente.

Na busca por novas fontes de corantes naturais, um aspecto importante ¢ o estudo da
toxicidade destes compostos o que requer grandes investimentos em pesquisas. Mesmo
assim, acredita-se que nos proximos anos haverd uma expansdo na lista dos corantes

naturais permitidos para uso em alimentos processados. Para o emprego efetivo desses
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corantes deve-se considerar a necessidade de ajustes na legislagcdo, bem como a informacao
adequada do consumidor e a questao econdmica.

Sob o ponto de vista técnico, sdo inegaveis as facilidades do emprego dos corantes
sintéticos nas industrias de alimentos, considerando que os mesmos possuem baixo custo,
melhor poder tintorial, boa estabilidade e que fornecem grande faixa de coloragdo,
proporcionando infinita variacdo de tons e garantindo aos processadores de alimentos a
tonalidade adequada ao produto que se pretende colorir (MASCARENHAS, 1998).

O uso de pigmentos obtidos de vegetais como aditivos corantes para alimentos
industrializados ndo ¢ mais uma aplicacdo potencial e sim uma realidade comercial. A
busca de matérias-primas para a producdo de corantes naturais com propriedades adequadas
para uso na industria de alimentos processados tem levado pesquisadores a investigar
praticamente toda a biosfera. Esses pigmentos sdo encontrados, principalmente, em
vegetais considerados componentes da dieta humana e incluem flores, frutos, folhas,
tubérculos e cereais.

Para que essas plantas sejam fontes de corante natural, sdo necessarias algumas
caracteristicas desejaveis. O fato das atuais fontes de corantes serem frutas e suas cascas,
sementes ou raizes implica em uma variacdo da matéria prima e de seu fornecimento.
Deve-se salientar que as caracteristicas do pigmento obtido de fontes naturais sdo afetadas
pelo procedimento de extracao empregado.

Apesar da tendéncia de substituicdo dos corantes sintéticos pelos naturais, esses
ainda s3o bastante utilizados por questdes econdmicas e tecnoldgicas. Entretanto, ha um
aumento dos questionamentos da seguranca no consumo desses corantes, alegando-se sérias
conseqiiéncias na satude e a possibilidade do seu uso indiscriminado originar intoxicagoes.
Outro ponto muito criticado ¢ o uso desses corantes apenas por questdes culturais,
valorizando apenas a aparéncia do alimento. Essa atitude atinge principalmente o publico
infantil, que é mais atraido pelas cores, sendo mais vulneravel a sua exposicao.

Novas fontes de corantes estao surgindo e aumentando o niimero de opgdes para uso
e aplicacdo em alimentos. Porém, para se assegurar a sua utilizacdo, ¢ necessario o
desenvolvimento de estudos que investiguem seus aspectos toxicologicos associado a
outras caracteristicas como: ser indcuo a saude humana, de preferéncia ser consumido

desde longa data por alguma populagdo; estabilidade a luz, ao pH, a oxidagao; alto poder
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corante; ter elevada concentragdo de pigmentos; ser matéria prima com elevada producao
por area a pregos compativeis; de facil cultivo e colheita; baixo custo de extracdo e
purificacdio e capacidade de associagdo com outros compostos, como no caso da
copigmentacao (KATO, 1998).

Como resposta aos riscos, que leva a crescente restricdo aos sintéticos, os corantes
naturais ganham espaco. Trata-se, portanto, de uma conquista gradual. A definitiva
consolidacdo do uso de corantes naturais em alimentos passa por novas fontes e novos
métodos de extragdo dos pigmentos produzidos pelas plantas. A sua competitividade
depende, portanto, de investimentos em tecnologia e prospeccao.

Com base nessa busca por novas alternativas, o objetivo deste experimento foi
estudar a influéncia de solventes hidro-alcodlicos e aquosos, considerando diferentes pHs e

diferentes temperaturas sobre a qualidade do corante azul extraido de frutos de jenipapo.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Pigmentos Naturais do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa-MG.

Foram utilizados frutos verdes de jenipapo (G. americana). Os frutos foram
colhidos na fazenda Sempre-Viva, no municipio de Camacan - BA. A obtencdo dos frutos
foi feita diretamente no pé e a caracteriza¢do do estagio de maturagdo dos frutos se deu por
avaliacdao do tamanho e rigidez, uma vez que quando maduros sdo inadequados. Os frutos
foram colhidos nos meses de novembro e dezembro de 2006 e mantidos em freezer durante
todo o periodo de pos-colheita e realizagdo da pesquisa. Foi feita uma selegdo e
padronizac¢do do tamanho dos frutos para reduzir uma possivel fonte de erro.

Nas extracdes utilizou-se o envoltorio polposo do jenipapo, que ¢ a parte da polpa
que envolve as sementes, juntamente com as sementes, pois testes preliminares mostraram
que essa era a fragdo com maior intensidade de cor. A mesma fragdo foi utilizada nos
experimentos de Penalber et al. (1996).

O envoltodrio polposo e as sementes dos frutos verdes foram triturados na presenga
dos solventes (agua, solu¢do aquosa de etanol 50% e alcool etilico 95%) com pH

previamente ajustado (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0), na propor¢do de 1:2 (uma parte de fruto
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para duas de solvente), e levados a aquecimento em chapas aquecedoras, sob agitacao.
Quando atingida a temperatura desejada (35; 45; 55; 65 e 75°C), os frutos eram mantidos
na temperatura de andlise por trinta minutos. Cada fruto representou uma unidade
experimental e a combinacdo de um solvente com um nivel de pH e um nivel de
temperatura caracterizou um tratamento de interesse. O ajuste de pH das solugdes
extratoras foi feito com a adigdo de HCI e NAOH, fazendo uso de pHmetro Digimed,
Modelo DM20 (Sao Paulo, Brasil). A temperatura foi controlada por meio de termometro e
0 aquecimento sob agitacdo realizado em chapas aquecedoras com dispositivo para agitacdo
magnética Fisatom, Modelo 703A (Sao Paulo, Brasil).

O extrato obtido foi analisado por colorimetria em um colorimetro HunterLab,
modelo ColorQuest XE (Reston, USA), ap6s ser filtrado com o auxilio de um dessorador e
ser estabilizado por cerca de 24 horas. Durante esse periodo de estabilizagcdo os extratos
foram armazenados sob refrigeragdo, em frascos ambar com tampas. As condi¢des de
analise no colorimetro foram iluminante D65 e Observer 10*. Os corantes obtidos foram
comparados a um padrdo sintético, o corante azul de indigotina, por ser um dos mais
utilizados na industria, juntamente com o azul brilhante, obtendo-se a leitura do desvio no
colorimetro. O padrao preparado foi indigotina 0,05%, solubilizada em cada um dos trés
solventes utilizados para extragdo (4dgua, solugdo aquosa de etanol 50% e alcool etilico
95%), resultando na obtencdo de 3 padroes.

A varidvel analisada foi o desvio da cor em relagdo ao padrdo azul de indigotina. O
desvio ¢ a diferencga total dada pela Equacdo 1, porém os valores foram obtidos diretamente

do aparelho.

DE =+/DL*> + Da’> + Db*> (1)
Em que:
DL =L amostra — L padrio

Da=a amostra — @ padrdo

Db =b amostra — b padrio

Utilizou-se um delineamento casualizado com 3 repeticdes em esquema fatorial

3x6x5, sendo trés niveis de solvente (agua, solu¢do aquosa de etanol 50% e alcool etilico
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95%), seis niveis de pH (4,0; 5,0; 6,0; 7,0; 8,0 e 9,0), e cinco niveis de temperatura (35; 45;
55; 65 e 75°C), totalizando 90 tratamentos.
As analises foram realizadas no software estatistico SAS® (SAS, 1996) utilizando

um nivel de 5% de significancia.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura a seguir ilustra a amplitude de cores obtidas pelo corante de jenipapo
(Figura 1). A Tabela 1 mostra a média dos valores quantitativos para caracteristicas de cor

dos extratos obtidos nas diferentes condi¢des de extracao.

Figura 1 — Extratos de corante de jenipapo obtidos em diversas condigdes.
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Tabela 1 — Média dos valores quantitativos para caracteristicas de cor dos extratos obtidos

nas diferentes condi¢des de pH e temperatura utilizados na extragao

pH Temperatura Agua Etanol 50% Etanol 95%
L a b L a b L a b
35°C 45.28 -2.07 2.53 4368 -2.72 -3.18 4533 -292 -7.26
45°C 4176 -298 -0.71 3448 -2.04 -699 4795 -2.66 -5.44
4 55°C 43.86 -1.32 134 3909 -083 -550 46.12 -210 -7.63
65°C 3739 -142 -095 3549 -034 -794 4591 -3.02 -7.55
75°C 3425 -1.12 -050 31.19 039 -595 4151 -124 -6.01
35°C 43.19 -3.84 -095 4391 -286 -2.18 46.54 -2.76 -6.40
45°C 4532 -364 -097 3651 -239 -6.70 3994 -255 -7.83
5 55°C 43.30 -1.63 0.32 4241 -1.71 -3.88 47.83 -2.2 -5.44
65°C 39.86 -1.75 -059 39.95 -1.33 -504 4544 -176 -7.85
75°C 42.23 -1.12 5.32 3790 -0.53 -3.19 4379 -213 -3.09
35°C 47.97 -123 486 46.09 -274 -231 5304 -354 -574
45°C 46.79 -2.88 0.25 38.02 -233 -519 46.35 -3.08 -6.66
6 55°C 4035 -2.72 -123 3517 -097 -7.40 5049 -241 -4.21
65°C 4122 -2.18 -0.77 39.08 -052 -3.79 4375 -1.67 -7.58
75°C 3888 -037 394 3439 -013 -362 3714 -110 -5.69
35°C 4198 -3.92 -2.01 4797 -3.62 -231 4247 -2.60 -8.65
45°C 4144 -3.82 -1.76 4347 -233 -290 4756 -3.00 -5.76
7 55°C 41.73 -2.30 0.44 4325 -1.88 -4.85 4822 -219 -597
65°C 4185 -257 -0.24 3248 -012 -649 4226 -1.70 -7.29
75°C 38.01 -1.04 2.36 3656 -0.74 -339 36.81 -039 -6.52
35°C 47.68 -2.03 1.8 46.20 -241 -0.63 46.96 -3.06 -5091
45°C 4456 -3.73 -0.56 39.64 -2.77 -458 46.15 -3.62 -7.76
8 55°C 3696 -261 -3.27 4037 -252 -501 4417 -1.88 -8.06
65°C 46.40 -1.42 3.97 36.70 -0.41 -5.82 41.5 -1.10  -6.17
75°C 3856 -0.62 354 3404 -0.18 -504 4350 -1.87 -5.64
35°C 49.83 -1.48 4.72 46.44 -234 -0.92 5228 -3.01 -5091
45°C 4428 -2.50 0.77 4143 -1.74 -296 4288 -296 -6.55
9 55°C 46.62  -0.58 3.35 33.11 -1.16 -6.94 46.68 -1.59 -6.06
65°C 4102 -2.12 -146 3598 -032 -573 4489 -160 -824
75°C 40.17 -1.94 0.93 34.36 0.62 -3.36 3310 -0.62 -7.11

Pela andlise de variancia ndo foi verificada interagdo tripla entre os fatores solvente,

pH e temperatura (p < 0,05), mostrando interacdo significativa apenas entre pH e

temperatura e entre solvente e temperatura. O desdobramento da interacdo pH e

temperatura através de uma superficie de resposta (Figura 2) indica uma tendéncia geral de

menor desvio em maior temperatura e menor pH, ou seja, nas condi¢des de extracdo de pH

4,0 e temperatura de 75°C. O menor desvio significa uma maior proximidade com a cor do

padrao.
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Figura 2 — Curva de superficie de resposta do desvio do extrato para as variaveis pH e

temperatura.

Esses resultados sdo coerentes com os encontrados por Penalber et al. (1996), que
relatam a varia¢ao de cor com o pH. Visualmente observou-se um maior escurecimento do
azul, com tendéncia ao preto, quando a temperatura foi aumentada, sem, entretanto,
descaracterizar a cor. Apesar disso, o desvio diminuiu, pois o azul de indigotina tem uma
cor bem escura e saturada, ou seja, a medida que se aumentava a temperatura, a intensidade
da cor também aumentava e essa ficava mais proxima do padrao, refletindo num menor
desvio. Esse resultado justifica-se pelo fato dos extratos ndo terem atingido o limite de
temperatura (80°C), o que possibilitou a manutencdo da cor (PENALBER et al., 1996).

Os resultados sdo contraditdrios aos relatados por Nazaré (1998) no que diz respeito
ao pH, que menciona o uso de solu¢dao diluida de NaOH, para a extragdo de corante de
jenipapo. Entretanto, como ndo hd nenhuma avalia¢do das caracteristicas da cor obtida ou
comparagdo com algum outro corante sintético, ndo € possivel fazer comparagdes entre os
trabalhos.

No desdobramento da intera¢do entre solvente e temperatura, os extratos etanolicos
tanto a 50% quanto a 95% apresentaram um comportamento similar (Figuras 3 e 4). Ambos
os solventes apresentaram diminuicdo linear do desvio em relagdo ao padrdo azul de
indigotina quando a temperatura foi aumentada. O decréscimo do desvio significa que o
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corante obtido estd com as caracteristicas de tonalidade e saturacdo mais proximas do
padrao. Dessa forma os resultados indicam que os corantes produzidos nas temperaturas
mais elevadas assemelham-se mais ao padrdo. Esse resultado sugere que a reacdo ¢

acelerada pelo aumento da temperatura.

Etanol 50%
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Figura 3 - Comportamento da coloracdo expressa em desvio na extracdo com solvente

etanol 50% em relacdo a temperatura.
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Figura 4 - Comportamento da coloracdo expressa em desvio na extracdo com solvente

etanol 95% em diferentes temperaturas.
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Em relagdo ao solvente agua, notou-se um comportamento diferente. Enquanto as
solugdes de etanol 50% e 95% mantiveram o comportamento obtido com o desdobramento
da intera¢do pH x temperatura, com 6timo em temperatura de 75°C, a 4gua apresentou um
comportamento de parabola, com 6timo em torno de 55°C (Figura 5). Além disso, a
amplitude da variag¢do foi menor do que para os extratos etandlicos. Essa variacao pode ser
justificada pelo padrao utilizado, uma vez que o azul de indigotina apresenta coloragao
menos intensa quando dissolvido em agua. A observagdo visual mostra um aumento na
intensidade da cor com o aumento da temperatura. Dessa forma, em temperaturas mais
baixas ndo se tem uma formacao satisfatoria de cor, e em temperaturas mais elevadas a cor

afasta-se do padrao em agua, aumentando novamente o desvio.

Agua

Sl y = 0.007x2- 0.753x + 45.77

29 R? = 0.865
Q i
2 28
5 |
g 27

*
26 - *
*
25 . . | | |
30 40 50 60 70 80

Temperatura (°C)

Figura 5 - Comportamento da coloracao expressa em desvio na extragdo com solvente agua

em relacdo a temperatura.

Verificou-se visualmente uma grande variagdo no experimento de uma unidade
experimental para outra. Apesar de ter sido feita uma padroniza¢ao do tamanho dos frutos
para evitar uma possivel fonte de erro, uma vez que Penalber et al. (1996) ja haviam
relatado a variagdo da intensidade do corante em fun¢do do tamanho dos frutos verdes, essa
ndo foi uma medida suficientemente eficaz na minimizagcdo do erro experimental. A
variacao de fruto para fruto era muitas vezes percebida j4 no momento que esse era aberto,
quando alguns ja apresentavam coloragdo azul (Figura 6). Essa variagdo talvez seja mais do
momento de maturagdo do fruto e/ou pela ocorréncia de injarias ndo perceptiveis, pois em
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outra avaliagdo visual dos frutos percebeu-se que quando amassados esses apresentaram cor

azul na regido injuriada.

Figura 6 — Fruto verde de jenipapo normal (A) e com formagdo prévia de coloragdo azul

(B).

4. CONCLUSAO

Conforme relatado na literatura, o jenipapo mostrou-se fonte de corante azul. Foi
possivel obter o corante tanto em 4gua, como em solucdo aquosa de etanol a 50% e 95%,
sendo observada uma coloragdo mais intensa e escura nas solu¢des com etanol.

A extragdo foi afetada tanto pelo pH da solugdo solvente utilizada, quanto pela
temperatura empregada. Os corantes obtidos foram se aproximando dos padrdes a medida
que o pH diminuia e a temperatura aumentava, sendo o 6timo em pH 4,0 e temperatura de
75°C. A temperatura 6tima para as solucdes etandlicas também foi a 75°C. O mesmo nao

foi observado para a dgua, que apresentou melhor extracdo em 55°C.
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CAPITULO 2 — INFLUENCIA DE pH, OXIGENIO E LUZ NA ESTABILIDADE DA
COR DOS EXTRATOS

1. INTRODUCAO

A utilizagdo dos corantes naturais requer o conhecimento quimico de suas
moléculas para adapté-las as condicdes de uso em processos, embalagens e distribuicdo.
Atualmente, permite-se o uso de sete corantes artificiais por diversas razdes técnicas:
estabilidade, pureza, disponibilidade e superioridade tecnoldgica com relagdo aos corantes
naturais. Por outro lado, a utilizacdo dos artificiais ¢ limitada por diversos fatores:
imposic¢oes legais, publicidade adversa e interesse do consumidor por produtos naturais.

Virios fatores afetam a estabilidade da cor em alimentos pigmentados durante a
preparacdo, o processamento e a estocagem. Estes fatores incluem calor, pH, luz, presenca
ou auséncia de oxigé€nio, metais e outros quimicos e atividade de agua.

Com base no crescente interesse pelos corantes naturais em fungdo dos possiveis
riscos associados aos sintéticos, elevou-se consideravelmente o volume de pesquisas em
pigmentos naturais, sua estrutura quimica, reagdes e estabilidade. Grande parte dessas
investigagdes foi voltada para a estabilizagdo de pigmentos naturais mediante tratamentos
fisicos ou quimicos (PIMENTEL, 1995).

Essa tendéncia ¢ ainda mais forte no exterior e aos poucos vem crescendo no Brasil.
Isso obriga as principais industrias e centros de pesquisa a desenvolverem estudos para
permitir o uso mais intenso de corantes naturais. E um esforco concentrado e que se
aproveita da cautela mundial com os corantes sintéticos, contra os quais varios estudos ao
longo dos anos vém apontando problemas de alergia e outros maleficios & saude, como
hiperatividade, entre outros. A notoriedade que os corantes naturais vém assumindo deve-se
nao s6 a tendéncia mundial de consumo de produtos naturais, mas também as propriedades
funcionais atribuidas a alguns desses pigmentos. O apelo mercadologico estimula cada vez
mais o desenvolvimento de novos estudos com o intuito de superar as limitagdes
tecnologicas existentes.

A legislagdo brasileira, quanto a ado¢do de corantes e outros aditivos, esta

respaldada nas recomendacdes do JECFA (Comit¢é FAO/OMS “Joint Experts in Food
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Additives”), que elaborou, ao lado das especificagdes de identidade e pureza, as condutas a
serem observadas no trato dos estudos toxicoldgicos e as decisdes sobre avaliagdes
toxicologicas.

Para os corantes naturais, a avaliagcdo toxicoldgica deve ser considerada para trés
grupos: a) corante isolado quimicamente inalterado de um alimento e usado no produto em
niveis normalmente nele encontrados, este corante ¢ aceito como se fosse ingrediente
proprio do alimento, ndo sendo necessarios dados toxicoldgicos; b) corante isolado
quimicamente inalterado de um alimento usado no produto em niveis superiores aos
normalmente nele encontrados, este corante deve ser avaliado como se fosse artificial; e c)
corante isolado de um alimento, porém quimicamente modificado durante a sua obtengao,
ou, entdo, extraido de outra fonte ndo-alimentar; este corante deve ser avaliado
toxicologicamente como se fosse corante artificial (PIMENTEL, 1995).

A instabilidade inerente aos pigmentos naturais ndo impede a sua utilizacdo em
alimentos, uma vez que se tem demonstrado a sua viabilidade na industria, em virtude de
certas modificacdes no processamento de determinados produtos, como por exemplo, a
adicdo do corante no final do processamento de doces cozidos e, acondicionamento em
embalagens adequadas para retardar o efeito da luz, principalmente em produtos liquidos
(PIMENTEL, 1995). A estabilidade inferior dos corantes naturais, em detrimento aos
artificiais, ndo ¢ um fator que inviabilize sua utilizacdo em produtos alimenticios, face as
adaptagdes no processamento e embalagem dos produtos, adotados pelas industrias. Com
os avangos tecnologicos, a susceptibilidade a oxidacdo e a insolubilidade sdo problemas
superaveis (SILVA, 2001). Porém, as informagdes a respeito da toxicidade e de atividades
funcionais tanto de corantes naturais quanto artificiais sdo contraditérias, de certa forma, e
merecem maiores pesquisas.

Os pigmentos naturais sdo sensiveis a temperatura, luz, pH e oxigénio, os quais
interferem na estabilidade dos mesmos. Isso tem incentivado inumeros estudos visando
detectar os limites de suscetibilidade a esses parametros que, se definidos, certamente
contribuirdo para a sua aplicacdo em produtos alimenticios, farmacéuticos e outros

(SILVA, 2001).
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Sendo assim, o presente experimento objetivou avaliar a influéncia do pH do meio,
da atmosfera parcialmente inerte ¢ do efeito da luz na estabilidade dos pigmentos de

jenipapo obtidos por diferentes solventes.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Pigmentos Naturais do
Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa-MG.

Frutos verdes de jenipapo foram colhidos na fazenda Sempre-Viva, no municipio de
Camacan - BA. A coleta dos frutos foi feita diretamente no pé e a caracterizagdo de fruto
como verde se deu por avaliacdo do tamanho e rigidez dos frutos, uma vez que quando
maduros sdo inadequados para a produ¢do de pigmentos. Os frutos foram colhidos nos
meses de novembro e dezembro de 2006 e mantidos em freezer durante todo o periodo de
pos-colheita e realizacdo da pesquisa.

Para os testes de estabilidade foram feitas extragdes com os solventes etanolicos
(50% e 95%), pois foram os que apresentaram visualmente maior poder extrator,
originando extratos com maior intensidade da cor azul. A escolha dos solventes alcodlicos
em detrimento da dgua foi também fundamentada na viabilidade economica da obtengdo
dos corantes, uma vez que a eliminagdo de agua torna o processo demorado e caro. As
extragdes foram efetuadas nas condigdes 6timas definidas nos testes de extragdo no capitulo
1: pH 4,0 e 75°C.

Os extratos obtidos foram submetidos a diferentes condigdes de armazenamento,
visando avaliar o efeito dos parametros pH (4,0 ¢ 6,0), oxigénio (presenca e atmosfera
inerte) e luz (presenca e auséncia) na estabilidade dos mesmos. Dessa forma foram obtidos
8 tratamentos distintos, caracterizados pela combinacdo dos parametros a serem avaliados.
Os tratamentos sao descritos a seguir e ilustrados na Figura 1: T1— pH 4,0 / oxigénio / luz;
T2— pH 4,0 / oxigénio / escuro; T3— pH 4,0 / nitrogénio / luz; T4— pH 4,0 / nitrogénio /
escuro; T5— pH 6,0 / oxigénio / luz; T6— pH 6,0 / oxigénio / escuro; T7— pH 6,0 /

nitrogénio / luz; T8— pH 6,0 / nitrogénio / escuro.
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Extrato Alcodlico
pH 4,0/75°C

pH 4,0 pH 6,0

TS )

Luz | Escuro | Lu | Escuro | | Escuro | | Escuro |

Figura 1 - Fluxograma representativo do experimento do estudo da estabilidade dos

extratos.

Para avaliar o efeito do pH diluiram-se 15 mL do extrato em 30 mL de solucdo
tampao de acido citrico (C¢HgO7) / bifosfato de sodio (Na,HPO4) em pH 4,0 e 6,0. Os
valores de pH foram definidos por representarem a faixa utilizada em alimentos.

Para o estudo da estabilidade a luz foram utilizados frascos de cor ambar e frascos
transparentes de 60 mL, providos de tampa de borracha auto-selante e lacre de aluminio. A
cada frasco foram adicionados 45 mL da solucdo do extrato de jenipapo com a solucio
tampao. Aos extratos foi adicionado sorbato de potassio, na concentragdo de 0,01%, para
evitar o crescimento fungico.

Uma parte desses frascos foi colocada em um suporte de madeira posicionado entre
duas lampadas fluorescentes de 40 w, 2.500 lux, correspondente a luz do dia, a uma
distancia de 40 cm dos frascos em temperatura ambiente. O restante dos frascos
permaneceu, 2 mesma temperatura, porém no escuro. Metade dos frascos antes de serem
lacrados, foi submetida a um fluxo de nitrogénio, para a redugdo do oxigénio residual.

O extrato obtido foi analisado por colorimetria em um colorimetro HunterLab,
modelo ColorQuest XE (Reston, USA). As condi¢des de analise no colorimetro foram
iluminante D65 ¢ Observer 10*. As leituras colorimétricas dos desvios em relagdo ao
padrao foram feitas a cada 7 dias por um periodo de 6 semanas. Os padrdes eram as
amostras no tempo zero, ou seja, logo apds a extracdo. Dessa forma foram estabelecidos

quatro padrdes, pois o parametro luz ndo tinha como ser aplicado previamente.
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As variaveis analisadas foram o desvio da cor em relagdo ao padrao, a tonalidade ¢ a
saturacdo, sendo essas ultimas obtidas a partir dos valores de a e b fornecidos pelo

colorimetro e aplicados nas formulas de ¢ e h (Equagdes 1 ¢ 2).

c=+a’+b”> (1)
h® = arctan(b/a) (2)
Em que:
¢ ¢ o indice de saturagdo da cor.

h” & o 4ngulo de tonalidade da cor.

Utilizou-se um delineamento casualizado com 3 repeticdes em esquema fatorial
8x6, sendo oito niveis de tratamentos (T1— pH 4,0 / oxigénio / luz; T2— pH 4,0 / oxigénio
/ escuro; T3— pH 4,0 / nitrogénio / luz; T4— pH 4,0 / nitrogénio / escuro; T5— pH 6,0 /
oxigénio / luz; T6— pH 6,0 / oxigénio / escuro; T7— pH 6,0 / nitrogénio / luz; T8— pH
6,0 / nitrogénio / escuro) e seis niveis de tempo (1, 2, 3, 4, 5 e 6 semanas).

As analises foram realizadas no software estatistico SAS® (SAS, 1996) utilizando

um nivel de 5% de significancia.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As Tabelas 1 e 4 apresentam os testes de comparacdo de médias para a variavel
desvio, considerando os solventes etanol 50% e 95%, respectivamente. Neste caso foi
adotado o teste de Tukey, embora os tratamentos sejam identificados por niveis
quantitativos (tempos). Este procedimento foi adotado porque ndo era de interesse avaliar o
efeito de tempos intermediarios ndo estudados, ou seja, ndo era de interesse realizar analise
de regressao. Além disso, o comportamento das varidveis analisadas ao longo do tempo nao

permitiu o ajuste de nenhum modelo de regressao (Figuras 2 e 3).
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Figura 2 — Comportamento do desvio em relagdo ao padrdo dos tratamentos ao longo do

tempo de armazenamento em semanas, em solvente etanol 50%, para diferentes pHs (4,0 e

6,0), oxigénio (presenga e atmosfera inerte) e luz (presenca e auséncia).
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Figura 3 — Comportamento do desvio em relagdo ao padrdo dos tratamentos ao longo do

tempo de armazenamento em semanas, em solvente etanol 95%, para diferentes pHs (4,0 e

6,0), oxigénio (presenga e atmosfera inerte) e luz (presenca e auséncia).
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Todos os resultados apresentados nas Tabelas 1 e 4 indicam que existem diferencas
entre os tempos considerados, embora a amplitude dos valores das médias seja pequena.

De forma geral, para obtengdo de resultados de ordem técnica e laboratorial, mesmo
a amplitude dos desvios sendo de pequena magnitude, ¢ interessante discutir as diferencas
significativas entre as médias, pois as mesmas podem ser usadas para aprimorar a

elaboragdo de experimentos futuros.

3.1. ESTABILIDADE DOS EXTRATOS OBTIDOS COM ETANOL 50%

A analise de variancia para o solvente etanol a 50 % mostrou interagao significativa
entre tratamentos e tempo, o que significa que houve diferenga entre os tratamentos durante
o tempo de estocagem.

De modo geral os tratamentos apresentaram comportamento bem similar, alterando-
se apenas as intensidades dos desvios em relacdo ao padrdo, com picos de maximo no
tempo 2 e no tempo 5, que correspondem a duas e cinco semanas de estocagem
respectivamente. O tratamento 5 (pH 6,0 / oxigénio / luz) apresentou um comportamento
um pouco diferente dos demais.

Aplicando-se o teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia para comparar os
tratamentos em cada tempo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos na
primeira semana, tempo 1 (Tabela 1). Com o passar do tempo, de modo geral, o tratamento
1 (pH 4,0/ oxigénio/ luz) foi o que apresentou pior desempenho, tempos 2, 3, 4 e 5,
caracterizado por maior desvio, e o tratamento 2 (pH 4,0/ oxigénio/ escuro) foi o que
apresentou menor desvio na maior parte do tempo, tempos 3, 4 ¢ 6, ou seja, uma menor
varia¢do da cor durante a estocagem. Em alguns momentos, tempos 2 ¢ 5, TS (pH 6,0 /
oxigénio / luz) apresentou menor desvio, mas quando isso foi observado, ndo houve
diferenca significativa entre as médias de T5 (pH 6,0 / oxigénio / luz) e T2 (pH 4,0 /

oxigénio / escuro), permitindo assim apontar T2 como o melhor.
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Tabela 1 — Médias dos desvios dos tratamentos ao longo do tempo de armazenamento em
semanas, em solvente etanol 50%, para diferentes pHs (4,0 e 6,0), oxigénio (presenca e

atmosfera inerte) e luz (presenga e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6
T5[190 a|T1|185 a |Tl|1.62 a |TI|1.71 a T1]1.84 a T4 231 a
T4 (114 a|T7|1.73 ab |T4|146 ab|T3|148 ab |T8|1.77 ab |T3|2.23 ab
T1|1.10 a|T3|1.66 ab |T3|1.41 b |T4|129 abc |T7|1.76 ab | Tl | 1.38 bc
T6 | 1.06 a|T8|1.51 abc |T5|1.13 ¢ |T5|1.27 abc | T4 |1.68 ab |T8|1.23 ¢
T3[1.03 a|T4|145 abc|T7|1.05 ¢ [T7|1.05 bed| T3 |1.65 abc | T5|0.99 ¢
T7]1041 a|T6|132 abc|T6|0.85 d |T6|0.89 cd |T2|1.44 bed|T7(0.85 <c
T2 1037 a|T2|128 bc | T8|0.82 de|T8|0.89 cd |T6|1.27 cd |T6|0.63 c
T8 (031 a|T5|1.09 ¢ |T2|066 e|[T2|076 d |T5|1.08 d |T2|0.57 c

*Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Apesar da diferenca entre T1 (pH 4,0 / oxigénio / luz) e T2 (pH 4,0 / oxigénio /
escuro) indicar uma melhor conservagdo em ambiente sem luz, 0 mesmo nao se observa
quando analisadas as médias dos outros tratamentos cuja diferenga ¢ somente a presenga ou
auséncia de luz, como € o caso dos tratamentos T3 e T4, T5 e T6, T7 e T8. Esses
tratamentos apresentaram comportamentos bem similares ao longo do tempo e sem
diferenca significativa (p > 0,05). Essa ndo diferenciagdo dos tratamentos no claro e no
escuro também foi observada no trabalho de Butler et. al (2003), que ndo observaram
diferencas qualitativas entre misturas de quitosana e genipina deixadas no escuro ou sob
luz. Esse comportamento justifica-se principalmente se considerarmos que essa ¢ uma
reacdo de polimerizagdo e que, uma vez iniciada, tem seu desenvolvimento continuo.

Os resultados sugerem uma relagdo entre o pH e a presenca ou auséncia de
oxigénio, com tendéncia ao favorecimento do desvio pela presenca de oxigénio. Quando
observados separadamente os tratamentos que estavam sob oxigénio atmosférico dos que
receberam nitrogénio, os tratamentos em maior pH (pH 6,0) apresentaram os menores
desvios. Nos tempos 2 e 5 ndo houve diferenga significativa (p > 0,05) pelo teste de Tukey

entre os tratamentos. Nos outros tempos verificaram-se diferengas entre os grupos de maior
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e menor pH, com menor desvio nos de maior pH. A presenca de hidroxilas na molécula de
genipina pode ser a responsavel por essa diferenca, uma vez que em menor pH as hidroxilas
devem estar mais desprotonadas e isso pode afetar na coloragdo do pigmento. O trabalho de
Butler et al. (2003) também relata uma influéncia significativa da exposi¢do ao ar da
mistura de quitosona e genipina no desenvolvimento da coloragdo azul, com maior
formagdo de cor proxima a superficie. Entretanto, vale ressaltar que quando usados outros
agentes para a formagdo de géis, a formacgdo da cor foi uniforme. Esse fato demonstra a
importancia de outros fatores na formagao e manutengdo da cor, como o substrato.

Ao se utilizar o teste de Tukey para comparar a saturacao de cor dos tratamentos em
cada tempo, confirma-se a superioridade do tratamento 2 (pH 4,0 / oxigénio / escuro ), uma
vez que este mostra-se estatisticamente diferente dos demais nos tempos 1, 3, 4 e 6. Porém,
nos tempos 2 e 5 este tratamento apresentou o mesmo efeito que T4 (pH 4,0 / nitrogénio /
escuro) (p > 0,05) (Tabela 2). Esse resultado sugere a importancia do pH 4,0 e do escuro na
obtencdo de um corante com boa estabilidade e maior saturagdo, bem como a pouca
interferéncia da aplicacdo de nitrogénio. Isso ressalta o indicio de que o oxigénio atua

apenas como catalisador da reagdo de formagdo do pigmento.

Tabela 2 — Médias de croma ou saturagdo da cor dos tratamentos ao longo do tempo de
armazenamento em semanas, em solvente etanol 50%, para diferentes pHs (4,0 e 6,0),

oxigénio (presenga e atmosfera inerte) e luz (presenca e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6

T213.03 a |T2|274 a |T2|248 a |[T2|233 a |T2|237 a |[T2|249 a

T3]1207 b |T4|244 ab |T3|1.70 b |T4|1.77 b |[T4[196 ab | T4|2.00 b

T1[2.05 bc|T3|1.96 bc |T4|1.60 bc|T3|1.64 bc |T3|1.85 bc |[T3|1.99 b

T6[2.02 bec |T1|1.87 ¢ |T1|153 cd|T1|1.44 bec |T1|1.63 bc |TI|1.73 bc

T4 1202 bc|T6|1.83 ¢ |T6|1.51 cd|T6|1.35 bc |[T6|1.50 bec |T6|1.54 cd

T5(2.00 bc |T8|1.78 ¢ |T8|144 de | T8 |135 bc [T8|1.49 bc | T8 |1.52 cd

T8[190 cd |T5|1.69 ¢ |[T5|134 ef [ T7|123 ¢ |[T7|136 c¢ |T7|1.46 cd

T71183 d |T7|1.65 ¢ |T7|127 f|T5|1.18 ¢ |[T5|134 ¢ |T5|135 cd

*M¢édias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

39



No que se refere a tonalidade da cor, o comportamento dos tratamentos também foi
similar, com picos observados nos tempos 3 e 4. Os tratamentos 5 (pH 6,0 / oxigénio / luz )
e 1 (pH 4,0 / oxigénio / luz) apresentaram as maiores tonalidades, alternando o melhor
desempenho entre eles e em alguns momentos ndo apresentando diferenga significativa
(p<0,05) (Tabela 3). Entretanto, esses maiores valores podem nao ser muito interessantes,
uma vez que estdo muito proximos ao final da faixa da tonalidade azul (200° a 295°) e

entrando na tonalidade violeta, saindo em alguns momentos da tonalidade azul.

Tabela 3 — M¢dias de tonalidade da cor dos tratamentos ao longo do tempo de
armazenamento em semanas, em solvente etanol 50%, para diferentes pHs (4,0 e 6,0),

oxigénio (presenga e atmosfera inerte) e luz (presenca e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6

T1]288 a |T1|286 a |T5(296 a |T5|298 a T5(292 a T5(294 a

T5[1285 b | T5|284 T71295 a |T1|294 b T1{289 ab |T7]289 b

b
T3 (284 bc|T3 (284 b |T1|294 T7 1294 bec |T7(289 ab |TI|288 bc
T7 (283 be|T7(283 b |T3|290 T6 | 291 bed | T6 | 286 bec | T6 | 288 be

T4 | 281 cd|T6|281 c¢ |T6|289 T3 1290 cd |T3|285 bed| T8 | 287 bed

c'| o o &

T6 280 d | T2|280 cd| T8 |289 T8 1289 de | T8 |284 bed | T3 | 284 cde

T2 (280 d |[T8 279 d |T4|287 bc|T4|286 ef |T4|283 cd |T4|283 de

T8 1279 d |T4|279 d |T2|284 ¢ |T2|284 f |T2|281 d |T2|281 e

*Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenga significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

3.2. ESTABILIDADE DOS EXTRATOS OBTIDOS COM ETANOL 95%

Assim como para o etanol 50%, verificaram-se diferengas entre os tratamentos ao
longo do tempo de estocagem para a varidvel desvio, com detalhe para uma menor
uniformidade dos comportamentos.

Nos tempos 1 e 5 ndo houve diferenga significativa entre as médias ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. De modo geral ndo foi verificado um tratamento que

tenha se destacado como melhor, entretanto, o tratamento 5 (pH 6,0/ oxigénio/ luz)
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apresentou maior média na maior parte do tempo, tempos 2, 3, 4 ¢ 5, o que indica um maior
desvio e conseqiientemente uma maior alteracdo da cor durante o armazenamento (Tabela
4).

Nao se verificou diferencas significativas ao longo do tempo (p<0,05) entre os

tratamentos armazenados em pH 4,0 (T1, T2, T3 e T4).

Tabela 4 — Médias de desvio da cor dos tratamentos ao longo do tempo de armazenamento
em semanas, em solvente etanol 95%, para diferentes pHs (4,0 e 6,0), oxigénio (presenca e

atmosfera inerte) e luz (presenga e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6

T711.8 a|T5/198 a|T5]2.09 a T51251 a T51192 a|T7]2.64 a

T5|1.63 a|T4|1.70 T7(186 ab [T7|2.09 ab |T1|1.81 a|T6|237 ab

T6|1.41 a|TIl|1.63 T8 | 1.48 abc | T8 | 1.96 abc | T7|1.81 a |T5]|2.34 ab

T1|1.16 a|T3|1.61 T1[136 bec [T6|1.54 bed | T8 | 1.74 a | T8 | 1.48 abc

T4 | 1.10 a|T2|1.58 T2 (134 bec |T1|130 cd |T3|1.60 a|T4|1.16 be

T3 11.06 a|T8|1.55 T6 | 1.17 ¢ |T2]128 cd |T2|158 a|T2]095 ¢

b
b
b
b
b
b

T2 1091 a|T7|1.46 T3(099 ¢ [T4|101 d [T4|149 a|T1|0.77 ¢

T810.73 a|T6|/1.00 ¢ |T4[099 ¢ [T3(099 d |T6|129 a|T3|048 ¢

*Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenga significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Comparando os tratamentos armazenados na auséncia e presenca de oxigénio
percebeu-se menor estabilidade naqueles estocados em maior valor de pH (pH 6,0),
resultado contrario ao obtido em etanol 50%. No grupo dos submetidos a atmosfera com
oxigénio, o tratamento 5 (pH 6,0/ oxigénio/ luz) foi o que apresentou pior desempenho.
Nesse caso, a presenga maior de alcool pode contribuir para a alteragdo do pH e
conseqlientemente da estabilidade.

J& no grupo dos tratamentos armazenados em atmosfera inerte verificou-se uma
separacdo nos tempos 3 e 4 entre os tratamentos de pH iguais: T3 (pH 4,0 / nitrogénio / luz)

e T4 (pH 4,0 / nitrogénio / escuro); TS5 (6,0 / oxigénio / luz) e T6 (pH 6,0 / oxigénio /
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escuro), com melhor desempenho, ou seja maior estabilidade verificada nos tratamentos
submetidos a valores inferiores de pH: T3 (pH 4,0 / nitrogénio / luz) e T4 (pH 4,0 /
nitrogénio / escuro).

No que se refere a saturacao de cor dos tratamentos, num primeiro momento hd um
melhor desempenho dos tratamentos de maior pH (6,0), com destaque para o tratamento 6
(pH 6,0/ oxigénio/ escuro), como mostrado na Tabela 5. A partir do tempo 5 ndo ha mais
essa nitida distingdo entre os tratamentos, e a diferenca estatistica entre os mesmos passa a

ser ndo significativa (p > 0,05), mesclando os dois grupos de pH.

Tabela 5 — Médias de croma e saturagdo da cor dos tratamentos ao longo do tempo de
armazenamento em semanas, em solvente etanol 95%, para diferentes pHs (4,0 e 6,0),

oxigénio (presenga e atmosfera inerte) e luz (presenga e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6
T6 (286 a |[T6|241 a |T6[223 a |T6|226 a |[T6[2.12 a |[T3|197 a
T8 [2.76 a |T8|232 ab|T8|2.06 ab | T8|193 b [T4|192 ab|T1|194 a
T7 1268 a |[T7|2.15 bc|T7|1.71 bc | T7|149 ¢ |[T8|190 ab|T8|1.92 a
T5(242 ab|T4|2.03 cd|T5|1.54 ¢ |T3|148 ¢ |[T3]1.89 ab|T4(192 a
T2 [2.00 bc|T2|2.00 cd|T3|154 ¢ |T1|148 ¢ |[T2|1.84 ab|T2|1.88 ab
T4 1196 bc |T3|199 cd|T4|153 ¢ |T4|148 ¢ |[T1|1.74 b |T6|1.74 ab
T3[187 ¢ |T1|1.88 de|T2|152 ¢ |T2|146 ¢ |[T7]1.68 b |T7|1.59 bc
T1[187 ¢ |T5|1.78 e |T1|148 ¢ |T5|1.19 d |[T5]160 b |T5|139 ¢

*Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenga significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

A Tabela 6 apresenta a variagdo da tonalidade de cor ao longo do tempo de
armazenamento. Os comportamentos sao similares, com exce¢do do tratamento 6 (pH 6,0 /
oxigénio / escuro) que apresenta uma curva menos acentuada e com menores valores, e de
T5 que apresenta um comportamento diferente. Esse comportamento similar ¢ confirmado
pelo teste Tukey que s6 ndo apresentou grandes grupos de diferenca de médias ndo

significativas (p < 0,05) nos tempos 2 e 4, onde TS5 apresentou maior tonalidade, mas, do
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mesmo modo que no solvente a 50%, essa maior tonalidade ndo € interessante pois saiu da

faixa de tonalidade do azul.

Tabela 6 — M¢édias de tonalidade da cor dos tratamentos ao longo do tempo de
armazenamento em semanas, em solvente etanol 95%, para diferentes pHs (4,0 ¢ 6,0),

oxigénio (presenca e atmosfera inerte) e luz (presenga e auséncia).

Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3 Tempo 4 Tempo 5 Tempo 6
T1[285 a |T5|287 a |T5(293 a |T5|303 a T1|287 a |T5({291 a
T3 (283 a |T1|283 b |T1|292 a |T1|292 b T5|283 ab|T7|288 a
T5]1282 a [T3 (280 bc|T2|290 a |T3|289 bc |[T7|283 ab|T1|284 a
T2 (282 a |T2|280 bc|T3(289 ab |T2[289 bc |[T2|283 ab|T2|284 a
T4 281 a |T4|279 cd|T4|288 ab |T4|287 bed|T3|282 ab|T8|284 a
T8 278 ab |T8|279 cd|T7 (284 ab |T7 286 cd |T4|281 ab|T3|283 a
T7 1277 ab|T7|276 d |T8 282 ab |T8|283 d |[T8|280 ab|T4|280 a
T6 (268 b |T6|271 e |T6(271 b |T6[270 e |[T6[270 b |T6|270 a

*Médias na mesma coluna seguidas pela mesma letra ndo apresentam diferenca significativa ao nivel de 5%

de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Esses dados sugerem uma homogeneidade de tonalidade ao longo do tempo de
armazenamento, ao empregar etanol 95% como solvente extrator dos pigmentos de

jenipapo.

4. CONCLUSAO

Houve interacdo significativa entre tratamentos e tempo, o que significa que houve
diferenca entre os tratamentos durante o tempo de estocagem.

Para a solugdo de etanol 50%, o tratamento nas condig¢des de pH 4,0 / oxigénio /
escuro foi aquele que apresentou menores desvios, caracterizando como o de melhor
desempenho. Este mesmo tratamento foi o que apresentou maior saturagdo da cor. Ja o

tratamento em pH 4,0 / oxigénio / luz foi o que teve os maiores desvios, conseqlientemente
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aquele de pior desempenho. No entanto, foi o que apresentou a maior tonalidade,
juntamente com o tratamento nas condi¢des de pH 6,0 / oxigénio / luz, mas que em alguns
momentos sairam da faixa de tonalidade do azul.

Para o solvente etanol 95% observou-se uma menor estabilidade nos tratamentos em
maior pH (6,0), com pior desempenho quando o pH 6,0 estava associado a presenca de
oxigénio e luz. Na saturacao da cor o inverso foi observado, com melhor desempenho dos
tratamentos em pH 6,0 e destaque para as condi¢des de pH 6,0 / oxigénio / escuro. Houve
ainda uma tendéncia de uniformizagao da tonalidade.

Os resultados indicam que houve alteragdes mais intensas nos tratamentos quando

utilizada solugdo de etanol 50% como solvente extrator.
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CONCLUSAO GERAL

O jenipapo mostrou-se fonte de corante azul, sendo possivel obter o corante tanto
em agua, como em solugdo aquosa de etanol a 50% e 95%, sendo observada uma coloracao
mais intensa e escura nas solu¢des com etanol.

A extragdo foi afetada tanto pelo pH da solucdo solvente utilizada, quanto pela
temperatura empregada, obtendo-se melhor extracio em pH 4,0 e temperatura de 75°C.
Entretanto, a 4gua apresentou melhor extragdo em 55°C.

Houve interagdo significativa entre os tratamentos ¢ o tempo de armazenamento nas
solucdes extraidas em etanol 50% e 95%. Para a solucao de etanol 50%, o tratamento nas
condicdes de pH 4,0 / oxigénio / escuro foi aquele que apresentou melhor manutencao da
cor e maior saturagdo. J4 o tratamento em pH 4,0 / oxigénio / luz foi o que teve pior
desempenho.

Para o solvente etanol 95% observou-se uma menor estabilidade nos tratamentos em
maior pH (6,0), com pior desempenho quando o pH 6,0 estava associado a presenca de
oxigénio e luz. Na saturacdo da cor o inverso foi observado, com melhor desempenho dos

tratamentos em pH 6,0 e destaque para as condigdes de pH 6,0 / oxigénio / escuro.
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