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Gilianny Rocatto Teixeira

Alto teor de acido ascorbico obtido a partir da otimizacao de método extrativo dos
frutos de Malpighia emarginata DC.

RESUMO: Malpighia emarginata DC., conhecida popularmente como acerola e
pertencente a familia Malpighiaceae, ¢ uma fruta da biodiversidade brasileira amplamente
consumida in natura. A casca, polpa e semente sdo fontes de compostos bioativos, com
destaque para as antocianinas, responsaveis pela coloracdo avermelhada, e 4cido
ascorbico, reconhecida pela atividade antioxidante eficaz no combate aos radicais livres,
auxiliando na prevencao de doengas cardiovasculares, reducao dos riscos de neoplasias,
obesidade ¢ outras condigdes cronicas. Diversos fatores influenciam a eficiéncia dos
métodos de extracao, incluindo a parte do material a ser utilizada, origem, granulometria,
tipo de solvente, tempo de extracdo e temperatura. Para otimizar processos extrativos, o
planejamento experimental ¢ uma ferramenta essencial que permite a determinagdo das
condicdes ideais para maximizar a extracdo dos compostos bioativos de interesse. Dentre
eles, o delineamento experimental Box-Behnken, por sua vez, possibilita a avaliacdo dos
efeitos dos fatores isolados e de suas interagdes sobre os parametros analisados. O
presente estudo objetivou otimizar o processo de extracdo de compostos bioativos da
acerola para potencial desenvolvimento de formula¢des e/ou suplementos alimentares.
Inicialmente, compararam-se os métodos de maceragdo, turbolizacdo e Soxhlet,
analisando o rendimento, teor de compostos fendlicos totais (CFT) e atividade
antioxidante por DPPH, para selecionar a técnica extrativa mais eficiente, que foi
otimizada por planejamento experimental Box-Behnken, considerando os fatores
temperatura de extracao (20, 40 e 60 °C), velocidade de agitag¢do (9.000, 12.000 e 15.000
RPM) e razdo soluto:solvente (1:10, 1:25 e 1:32 m/v). As varidveis independentes
avaliadas foram: rendimento, CFT e atividade antioxidante por DPPH. O método mais
eficiente selecionado para otimizagao foi turbolizagdo com tempo de 5 minutos. Os
resultados indicaram efeito estatisticamente significativo de todos os parametros
avaliados isoladamente e da interacdo entre temperatura e velocidade de agitagdo frente
as variaveis independentes: CFT e atividade antioxidante. E importante ressaltar que
certos compostos da acerola, em especial o acido ascorbico, apresentam sensibilidade
térmica, resultando na possibilidade da degradacdo e consequente diminui¢do da
atividade antioxidante. Por fim, as condic¢des ideais verificadas para o extrato otimizado
de acerola através da turbolizacao (tempo de 5 minutos) foram velocidade de 9.000 RPM,
proporcao soluto:solvente de 1:10 g/mL e temperatura de 40 °C. O extrato otimizado foi
caracterizado e apresentou flavonoides em sua composi¢do fitoquimica e elevado teor de
acido ascorbico.

Palavras-chave: Acerola. Acido ascorbico. Extrato otimizado. Turbolizacdo. Vitamina C.



Gilianny Rocatto Teixeira

High ascorbic acid content obtained from the optimization of the extraction method of
Malpighia emarginata DC. Fruits

ABSTRACT: Malpighia emarginata DC., popularly known as acerola and belonging to
the Malpighiaceae family, is a fruit from Brazilian biodiversity that is widely consumed
in its natural state. The peel, pulp and seeds are sources of bioactive compounds,
especially anthocyanins, responsible for the reddish color, and vitamin C, recognized for
its effective antioxidant activity in combating free radicals, helping to prevent
cardiovascular diseases, reduce the risk of neoplasia, obesity and other chronic
conditions. Several factors influence the efficiency of extraction methods, including the
part of the material to be used, origin, particle size, type of solvent, extraction time and
temperature. To optimize extraction processes, experimental planning is an essential tool
that allows the determination of ideal conditions to maximize the extraction of the
bioactive compounds of interest. Among them, the Box-Behnken experimental design, in
turn, allows the evaluation of the effects of isolated factors and their interactions on the
parameters analyzed. The present study aimed to optimize the extraction process of
bioactive compounds from acerola for potential development of formulations and/or
dietary supplements. Initially, the maceration, turbolization and Soxhlet methods were
compared, analyzing the yield, total phenolic compound content and antioxidant activity
by DPPH, to select the most efficient extraction method. The chosen technique will be
optimized by Box-Behnken experimental planning, considering the factors extraction
temperature (20, 40 and 60 °C), agitation speed (9,000, 12,000 and 15,000 RPM) and
mass/solute ratio (1:10, 1:25 and 1:32 m/v), and the independent variables yield, total
phenolic compound content and antioxidant activity by DPPH were measured. The most
efficient method selected for optimization was turbolization with a time of 5 minutes. The
results indicated a statistically significant effect of all parameters evaluated separately
and of the interaction between temperature and stirring speed on the independent
variables: phenolic compound content and antioxidant activity. It is important to
emphasize that certain acerola compounds, especially ascorbic acid, are thermally
sensitive, resulting in the possibility of degradation and consequent decrease in
antioxidant activity. Finally, the ideal conditions verified for the optimized acerola extract
through turbolization (time of 5 minutes) were a speed of 9000 RPM, a solute-solvent
ratio of 1:10 g/mL and a temperature of 40°C. The optimized extract was characterized
and presented flavonoids in its phytochemical composition and high vitamin C content.

Key-words: Acerola. Ascorbic acid. Optimized extract. Turbolization. Vitamin C.



CAPITULO1

Otimizacao extrativa de compostos bioativos dos frutos de Malpighia emarginata
DC. através do planejamento experimental Box-Behnken

RESUMO: O presente estudo investigou a otimizacdo da extragdo de compostos
bioativos de Malpighia emarginata (acerola), reconhecida por suas propriedades
antioxidantes associadas a alta concentragdo de acido ascérbico. A otimizacao foi
realizada pelo de método turbolizacdo, ¢ o planejamento experimental Box-Behnken
associado a metodologia de superficie resposta foi aplicado para analisar os efeitos de trés
varidveis independentes: proporcao soluto:solvente (1:10, 1:25 e 1:32 m/v), velocidade
(9.000, 12.000 e 15.000 RPM) e temperatura (20, 40 e 60 °C). Os extratos foram avaliados
quanto ao rendimento, teor de compostos fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante
(DPPH). As condigdes ideais de extracdo foram identificadas como proporcao
soluto:solvente de 1:10, durante 5 minutos em etanol 80%, velocidade de 9.000 RPM e
temperatura de 40 °C. Foram identificados flavonoides e alto conteido de acido ascorbico
no extrato otimizado. Esses resultados aprimoram as técnicas de extracdo de compostos
bioativos e reforcam o potencial de M. emarginata para aplica¢des industriais.

Palavras-chave: Acerola. Atividade antioxidante. Box-Behnken. Turboliza¢ao. Vitamina
C.



1 INTRODUCAO

A acerola (Malpighia emarginata DC. Sin. Malpighia glabra L. e Malpighia
punicifolia L.), pertencente a familia Malpighiaceae, ¢ uma planta nativa da América
Central e do Sul, adepta a climas tropicais e subtropicais. Estudos apontam que o Brasil
¢ 0 maior produtor, consumidor e exportador mundial de acerola, com boa parte destinada
a exportacdo em forma de polpa ou suco para mercados como Europa, Japao e Estados
Unidos. A produgdo nacional estd concentrada na regido Nordeste, onde as condi¢des
climaticas favorecem seu cultivo e producdo constante ao longo do ano (Oledzki e
Harasym 2024). Além do fator econdmico, o valor nutricional impulsiona seu consumo,
visto que a concentragdo de vitamina C na acerola pode alcangar de 1000 a 5000 mg a
cada 100 g de polpa, superando em até 100 vezes a quantidade presente em laranjas e em
10 vezes a da goiaba (Silveira et al. 2022).

O alto teor de vitamina C confere a acerola propriedades antioxidantes relevantes,
Jja& que essa vitamina ¢ capaz de eliminar eficazmente radicais livres, protegendo o
organismo de processos oxidativos associados ao envelhecimento e a diversas doengas
cronicas (Oledzki e Harasym 2024). Além disso, outros compostos bioativos, como
flavonoides, carotenoides e antocianinas, enriquecem o perfil funcional do fruto. Os
flavonoides, especialmente, desempenham um papel importante na prevengdo de
lipoperoxidacdo e tém propriedades anti-inflamatoérias e imunomodulatorias. Os
carotenoides, por sua vez, atuam como pro-vitamina A e contribuem para a satide da visao
e da pele (Belwal et al. 2018; Kim et al. 2019).

A crescente demanda por ingredientes naturais e sustentdveis tem direcionado
pesquisas ao uso de extratos vegetais em produtos cosméticos e farmacéuticos, sendo a
acerola uma opc¢do atrativa para essas industrias (Kowalczyk et al. 2024). Extratos de
acerola, t€ém se mostrado eficazes como antioxidantes em formulagdes dermocosméticas,
promovendo protecdo contra radiagdes UV e contribuindo para o clareamento e o
antienvelhecimento da pele. Estudos indicam que o extrato de acerola, quando
incorporado em dermocosméticos, potencializa o efeito fotoprotetor desses produtos,
além de demonstrar efeitos positivos na melanogénese e na inibi¢ao da tirosinase, enzima
associada a sintese de melanina, o que refor¢a seu valor como ingrediente ativo em

cuidados com a pele (Hanamura, Uchida e Aoki 2008; Panzella e Napolitano 2019).
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Apesar do vasto potencial da acerola, a concentragdo de vitamina C e outros
bioativos ¢ altamente dependente dos métodos de extracdo utilizados. Diferentes técnicas
extrativas podem impactar a estabilidade e a biodisponibilidade dos bioativos, limitando
a eficdcia do extrato em aplicagdes industriais (Santos et al. 2018; Dang et al 2024). Por
isso, € essencial o desenvolvimento e otimiza¢do de métodos que maximizem o teor de
polifendis, preservando suas propriedades antioxidantes. Este trabalho teve como
objetivo otimizar o processo extrativo da acerola, para potencial desenvolvimento de
formulacdes e/ou suplementos alimentares, permitindo assim o desenvolvimento de

solugdes mais eficazes e sustentaveis para a satide ¢ bem-estar.
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2 MATERIAL E METODOS
1.1 Material

Frutos in natura de acerola (M. emarginata) foram coletados no Horto de Plantas
Medicinais da UNIPAR (Universidade Paranaense), campus Umuarama (Brasil)
(S23°47'55-W53°18'48). O material foi previamente identificado e com exsicata
depositada no Herbario da Universidade Paranaense (HEUP) sob o nimero 138. Os frutos
foram congelados e liofilizados e posteriormente submetido a pulverizagdo em moinhos
de facas. Particulas com tamanho de 0,180 mm foram selecionadas por agitacdo em série

padrdo de peneiras Tyler, para as extragdes (Bertel, Caieiras, SP).
2.2 Métodos extrativos

Os extratos foram preparados utilizando etanol 80% como solvente e propor¢ao de
1:25 (p/v) soluto/solvente. O grau alcodlico foi determinado com base em estudos
anteriores (da Costa et al. 2020). Apds a extragdo, as amostras foram submetidas a
filtracdo a vacuo seguidos de rotaevaporacio (Rotaevaporador Nova Etica) e liofilizagdo
(Liofilizador JJ Cientifica, modelo LJJ02). Os extratos foram armazenados a -20 °C até

analise. Todos os extratos foram preparados em triplicatas independentes.
2.2.1 Maceracao

A maceracdo foi realizada em um recipiente vedado a temperatura ambiente por 7

dias, sem realizar a renovagao do solvente durante o processo (Tominc et al. 2022).

2.2.2 Turbolizacao

A extragdo foi realizada utilizando um dispersor digital Ultra-Turrax® T25 (IKA)
equipado com elemento dispersante modelo 18G (IKA). O processo foi conduzido a
12.000 RPM e o tempo de extragdo definido através de cinética (1, 3, 5, 10, 15 ¢ 20 min).

A filtragem foi realizada imediatamente apds a extragdo (Jacobucci et al. 2024).
2.2.3 Soxhlet

A extragdo por Soxhlet foi conduzida por um periodo de 6 h (Tominc et al. 2022).
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2.3 Rendimento extrativo

O rendimento extrativo (%) foi calculado gravimetricamente, sendo a razdo entre a
massa do extrato liofilizado (g) e a massa do material vegetal seco (g), multiplicada por

100 (p/p, %).
2.4 Otimizacao do método extrativo

A metodologia de extra¢do por turbolizag¢do foi utilizada para otimizar o processo,
empregando um delineamento experimental Box-Behnken com trés niveis e triplicata no
ponto central. Essa estratégia resultou em 13 combinacdes e 15 experimentos. A pesquisa
investigou os impactos da taxa de cisalhamento/velocidade (9.000, 12.000 e 15.000
RPM), da relagao entre soluto:solvente (1:10, 1:25 e 1:32 m/v) e da temperatura (20, 40
e 60 °C), em etanol 80% durante 5 minutos Apos o preparo dos extratos, as amostras
foram imediatamente filtradas, rotaevaporadas (Rotaevaporador Nova Etica) e
liofilizadas (Liofilizador JJ Cientifica, modelo LJJ02). Para evitar viés, os experimentos
foram realizados de forma aleatoria. Os extratos foram avaliados quanto ao rendimento,

teor de compostos fenolicos totais (CFT) e atividade antioxidante (AA).
2.5 Analises quantitativas
2.5.1 Compostos fendlicos totais

Para determinagdo de CFT foi gerada uma curva de calibracdo utilizando acido galico
(Sigma-Aldrich®), cobrindo uma faixa de concentra¢io de 250 a 15,625 pg mL™!,
resultando na equacdo y = 7,1533x + 38,464, com coeficiente de correlagdo (R?) de
0,9915. Extratos na concentracao de 1000 pg mL™! foram quantificados em triplicata pelo
método de Folin-Ciocalteu, e o CFT foi expresso como microgramas de acido galico

equivalente por grama de extrato (LgEAG gext ') (Singleton e Rossi, 1965).
2.5.2 Atividade antioxidante

A AA dos extratos foi determinada pela sua capacidade de neutralizar os radicais 2,2-
Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) através de uma curva de calibragdo padrao com &cido
galico (y =-0,3634x + 604,7, R* = 0,98). Essas medi¢des foram realizadas com extratos
na concentracdo de 1000 pg mL™' em um espectrofotdometro UV/Vis (Kasuaki®)

conforme descrito por Silveira et al. (2018), em triplicata.
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2.6 Caracterizacao do extrato otimizado

2.6.1 Identificaciao do extrato otimizado por UHPLC-MS/MS

Para a caracterizacdo dos compostos fitoquimicos, preparou-se uma solugdo do
extrato otimizado (ensaio 1) na concentragdo de 1000 pg mL™", utilizando uma mistura
de metanol e 4gua na proporg¢ao 1:1 (v/v) como solvente. Apds a preparagao, a solucao
foi filtrada por meio de filtros de PTFE (Millex, 0,22 um X 13 mm, Millipore). Em
seguida, aliquotas de 2 pL foram injetadas em um sistema de cromatografia liquida de
ultra-alta eficiéncia (UHPLC, modelo Nexera X2, Shimadzu, Japao) acoplado a um
espectrometro de massas do tipo Q-Tof (Impact II, Bruker, Alemanha), equipado com
fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI). A metodologia empregada baseou-se nos
procedimentos descritos por Pinc et al. (2023). Os espectros de massa foram obtidos por
ESI, tanto no modo de ionizagdo positiva quanto negativa. O cromatograma de ions € os
espectros MS e MS/MS foram visualizados com o software Data Analysis 4.3 e os
metabolitos foram anotados comparando os espectros de fragmentacdo do MassBank of

North America (MoNA).
2.6.2 Doseamento de acido ascorbico

O doseamento de acido ascérbico do extrato otimizado (ensaio 1) foi quantificado
utilizando um sistema UHPLC-MS/MS (Shimadzu Nexera X2, Japao) acoplado a um
espectrometro de massas Q-TOF Impact II (Bruker, Alemanha). Para a separagdo
cromatografica, 1 uL de extrato foi injetado em uma coluna CSH C18 (Waters, EUA, 1.7
pum, 2.1 x 100 mm), mantida a 40 °C. As amostras foram diluidas em 4gua acidificada
com 0,1% de acido foérmico, seguida de centrifugacdo e filtragem adequada antes da
injecao.

A fase movel consistiu em dgua ultrapura (com 0,1% de acido formico) (fase A) e
metanol (fase B), ambos com grau de pureza LC-MS. O fluxo foi mantido constante em
0,250 mL min™' durante toda a corrida cromatografica. O espectrometro de massas Q-
TOF Impact II, equipado com fonte de ionizagdo por eletrospray (ESI), operou no modo
de aquisi¢ao MS. A taxa de aquisi¢do foi de 1 Hz, com faixa m/z de 50—700. As andlises
foram realizadas no modo de ionizagdo negativo, com voltagem do capilar ajustada para
3,00 kV, temperatura da fonte a 200 °C e fluxo de gas de dessolvatagao de 9 L min™'. O

acido ascorbico foi monitorado com base na massa exata (=10 ppm) e no tempo de
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retencao correspondente a curva de calibra¢ao do padrao de referéncia. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.

2.7 Analise estatistica

Para comparar os resultados das técnicas de extragdo, foi aplicada uma andlise de
variancia (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas utilizando o teste de Tukey
com significancia de p < 0,05. A otimizacdo do método de extracdo foi conduzida por
meio de um delincamento Box-Behnken, dentro de um modelo linear, também com nivel
de significancia de p < 0,05, avaliando trés variaveis independentes e triplicatas no ponto
central em um tnico bloco. O software STATISTICA 13.0 (Statsoft®, EUA) foi utilizado

para analise dos dados, confecgdo dos graficos de superficie resposta e desejabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Avaliacao do potencial extrativo de diferentes técnicas para M. emarginata

As técnicas de extracdo impactam diretamente na qualidade dos compostos bioativos,
influenciando em fatores como pureza, rendimento e estabilidade. Métodos distintos,
como ultrassom, micro-ondas e extracdes convencionais, apresentam eficiéncias variadas
e modificam a estrutura e reatividade dos compostos extraidos. Portanto, a escolha e
otimizacao da técnica extrativa visam preservar a integridade molecular e as propriedades

funcionais dos compostos para aplica¢des industriais (Tena e Asuero 2022).

Os processos de extracdo apresentaram rendimentos satisfatorios (Tabela 1), visto que
o rendimento médio da polpa in natura, sem processamento, ¢ de aproximadamente
76,05% (Farinelli et al. 2021). Contudo, a aplicagdo de diferentes métodos extrativos nao
resultou em variacdes estatisticamente significativas nesse pardmetro. Em outro estudo
focado na otimizagdo extrativa para recuperacao de antocianinas, o0 método de maceracao

foi empregado, obtendo rendimentos variando entre 48% e 63% (Cerino et al. 2023).

A andlise do teor de CFT revelou diferenga estatistica significativa entre os métodos,
com o melhor resultado obtido pelo uso da turbolizagao por 5 minutos. Observou-se que,
a medida que o tempo de extragdo aumenta, o teor de CFT diminui, o que pode ser
atribuido ao aumento da temperatura da amostra durante a agitacdo prolongada. Como
alguns compostos fenolicos sdo classificados como termoldbeis, o aumento da
temperatura pode ocasionar degradagdo destes bioativos (Tena e Asuero 2022; Antony e

Farid 2022).

Componentes da acerola, como compostos fenolicos e o acido ascorbico, possuem
potencial antioxidante, embora pertengam a grupos distintos de substancias bioativas. Os
compostos fenolicos sao polifenodis conhecidos por sua capacidade de neutralizar radicais
livres, enquanto o acido ascorbico ¢ uma vitamina hidrossolivel que também atua como
antioxidante. Ambos, entretanto, sdo suscetiveis a degradacao térmica, conforme descrito

na literatura (Dang et al. 2024; Santos et al. 2018; Oledzki e Harasym 2024).

Dentre os métodos avaliados, a maceracdo apresenta baixa seletividade extrativa
(Zhang et al. 2023) e além disso, o tempo de extragdo (7 dias) ¢ significativamente maior
em comparacdo ao tempo de 5 minutos selecionado para turbolizagdo. Em escala

industrial, esse longo periodo implica em maiores custos operacionais € maior consumo
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de recursos. O Soxhlet por sua vez, pode comprometer a integridade dos compostos
fendlicos da acerola devido ao uso de altas temperaturas. Portanto, o método turbolizagao
foi escolhido. De acordo com os resultados obtidos para o CFT, ap6s 5 minutos ndo foi
observado aumento significativo na eficiéncia extrativa, logo, esse tempo foi selecionado

para a otimizagao do processo de extragao.



Tabela 1. Rendimento, compostos fendlicos totais e potencial antioxidante de extratos de acerola obtidos por diferentes técnicas.

Método Rendimento (%) CFT DPPH
(UEEAG Cext V) (UM trol0x)

Maceracio 61,33 +£2,32° 41,64 +0,99¢ 1243,90 + 19,912
Turbolizacio 1’ 61,21 £5,78% 43,13 +£0,87% 1333,79 + 36,09°
Turbolizacio 3’ 62,89 +4,92° 44,72 +£ 0,912 1321,87 + 23,732
Turbolizacao 5’ 60,27 £1,30% 47,33 +£1,46* 1303,52 + 121,92
Turbolizacio 10° 61,18 £2,472 42,15 +£0,85¢ 1210,88 £ 34,19°
Turbolizacao 15° 55,66 + 7,56 46,86 +0,72% 1304,44 + 57,74*
Turbolizacao 20’ 58,71 £3,21° 34,32 +0,92¢ 1004,49 + 116,56°
Soxhlet 62,43 £2,68% 40,90 £ 0,87° 1277,84 £ 85,507

17

Resultados expressos em média + desvio padrdo (n=3). Diferentes letras, na mesma coluna, representam diferenca estatistica (p<0,05) por Teste

de Tukey.
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3.2 Avaliacao do impacto das variaveis frente a otimizacao de método extrativo por

turbolizacao

Para avaliar o efeito da velocidade de extracdo, da proporgao soluto: solvente e da
temperatura sobre o rendimento, CFT e AA por DPPH, foi aplicado um planejamento

experimental Box-Behnken em modelo linear com intervalo de confianga de 95%.

Os dados obtidos, incluindo os desvios padrdao do ponto central, estdo apresentados
na Tabela 2. A técnica extrativa utilizada foi turbolizacdo. Os valores experimentais de
'F' superiores ao valor de 'Frabelado' (4,77) indicaram a significancia dos modelos. Além
disso, 0 R? ¢ o R? ajustado préximos de 1, com diferenga menor que 0,2, entre eles,

confirmaram a precisdao do modelo (Pascariu et al. 2024).



Tabela 2. Avaliacdo dos fatores de extracdo e andlise de variancia na otimizagao do processo de turbolizagao.

19

Ensaio Velocidade Razio soluto/solvente Temperatura Rendimento CFT DPPH
(RPM) (g/mL) °C (%) (1gEAG Zext ') (M rro10x)
1 9000 10 40 47,08 32,02 £2,29 1328,38 = 36,64
2 15000 10 40 41,37 27,55+1,96 1267,84 £39,81
3 9000 32 40 50,72 20,28+ 0 1228,40 + 66,16
4 15000 32 40 47,51 15,11+0,99 1143,09 + 38,92
5 9000 25 20 54,17 21,54 +£0,20 1368,74 £23,35
6 15000 25 20 54,67 15,81 0,40 1057,79 + 50,59
7 9000 25 60 52,33 19,16 £0,56  1188,96 + 75,93
8 15000 25 60 49,36 25,03+1,19 1100,90 £ 78,09
9 12000 10 20 43,24 36,31+ 1,13 1253,16 + 38,92
10 12000 32 20 54,12 19,72+ 0,74 1144,93 + 44,48
11 12000 10 60 45,10 28,67 + 1,83 1115,58+ 7,78
12 12000 32 60 59,37 18,42+ 0,90 884,42 +70,05
13* 12000 25 40 47,46 + 1,83 30,86+ 1,06 1019,26 £ 14,73
R? 0,8039 0,9418 0,9195
R? ajustado 0,4508 0,8371 0,7747
F catculado 2,28 9,00 6,35
F tabelado 4,77

Nota: *Ponto central — Resultado expresso pela média + desvio padrao (n=3).
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O ensaio 12 apresentou o maior rendimento extrativo (59,37%). No entanto, o R?
ajustado ndo resultou em valor proximo ao R?, além disso, o valor de Fealculado foi inferior
a0 Ftabelado, logo, 0 modelo ndo foi considerado satisfatorio para explicar a influéncia das

variaveis testadas sobre o parametro de rendimento.

Para CFT, arazao teve um efeito inversamente proporcional ao teor de CFT, enquanto
a velocidade e a temperatura ndo exerceram efeito significativo isoladamente. Em
contrapartida, a interagdo dos parametros razao x temperatura e velocidade x temperatura
exerceu efeito positivo sobre a extracdo (Figura 1). Estudos indicam que, embora cada
um desses fatores possa influenciar o processo extrativo de forma individual, quando
combinados de maneira otimizada, eles podem exercer efeito sinérgico e melhorar a

eficiéncia extrativa (Che Sulaiman et al. 2017).
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Ainda, uma combinacdo otimizada pode aumentar a transferéncia de massa e
melhorar a solubilizacdo de compostos fendlicos, resultando em extratos com uma maior
concentracao desses compostos e melhora das atividades bioldgicas quando comparado
ao estudo do efeito de cada variavel isoladamente (Anaya-Esparza et al. 2023; Andres et

al. 2020).

Quanto a atividade antioxidante, todos os parametros analisados isoladamente
exerceram um efeito negativo (Figura 2). O aumento da temperatura do solvente pode ter
levado a degradacdo dos compostos térmicos, acelerando reacdes de oxidagdo e
rompendo as ligagdes quimicas dos antioxidantes (Huarancca-Huarcaya et al. 2022). A
razao soluto:solvente elevada resultou em dissolucdo ineficiente, diminuindo a
disponibilidade dos compostos ativos (Lido et al. 2021). Por fim, a maior velocidade de
extra¢do provocou o aumento da temperatura e da agitacdo, fatores que intensificaram a

degradagao térmica e oxidagdo dos compostos bioativos (Marjanovi¢ et al. 2024).
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No entanto, ao avaliar a intera¢do entre a velocidade e a temperatura, observou-se
impacto significativo na atividade antioxidante por método de DPPH. E fundamental
observar que tanto os parametros individuais quanto as interacdes entre eles exerceram
uma influéncia significativa sobre a eficiéncia do processo de extragdo (Nikoli¢ et al.
2023). Nesse caso, todas as varidveis testadas demonstraram impacto significativo sobre
os parametros analisados. No entanto, o efeito sinérgico entre a baixa velocidade e a baixa

temperatura potencializou o efeito antioxidante, maximizando a eliminacao do radical.

O método turbolizacdo pode promover uma transferéncia de massa altamente
eficiente, facilitando a liberagdo de compostos ativos para o solvente extrativo (Xu et al.
2016). No entanto, esse processo resulta na geracao de calor (Tena e Asuero 2022), o que
pode comprometer a estabilidade de compostos termolabeis. Além disso, a elevagao da
temperatura durante o processo de extragdo ¢ também a temperatura do solvente pode
ocasionar a degradacdo desses compostos sensiveis ao calor, reduzindo assim sua AA,

como evidenciado por Begun et al. (2023) e Snoussi et al. (2022).

A andlise de desejabilidade ¢ uma ferramenta estatistica amplamente utilizada
para identificar as condi¢des experimentais que otimizam multiplas respostas
simultaneamente (Pimenta et al. 2015). Neste estudo, devido a falta de precisdo do
modelo ajustado para o parametro de rendimento, foram considerados o teor de CFT e
AA como variaveis para a andlise. A Figura 3 apresenta os parametros de desejabilidade,
que evidencia as condi¢des ideais para o processo de extracdo. Observa-se que os
melhores resultados sdo alcancados sob condi¢des de baixa velocidade de agitagdo (9.000
RPM), baixa propor¢ao de soluto:solvente (1:10) e temperatura intermedidria do solvente

(40 °C), correspondendo as condi¢des empregadas no Ensaio 1.
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A identificacdo quimica do extrato otimizado (ensaio 1) por UHPLC-MS/MS

(Tabela 3), permitiu identificar 20 compostos, sendo 18 flavonoides, um 4cido orgéanico

e a vitamina C. Embora o dcido ascorbico seja o composto mais reconhecido da acerola,

seu extrato também ¢ rico em flavonoides, que contribuem significativamente para suas

propriedades biologicas. Diversos efeitos benéficos tém sido atribuidos aos compostos

fenodlicos presentes na acerola, incluindo atividades antioxidante, antibacteriana, anti-

hiperglicémica, anti-hiperlipidémica, anti-inflamatodria e hepatoprotetora (Laurindo et al.

2024; Vilvert et al. 2024). Entre os flavonoides identificados, destacam-se isorhamnetina,

kaempferol e quercetina, que, segundo Wu et al. (2025), apresentam expressiva atividade

antioxidante e anti-inflamatoria.



Tabela 3. Compostos identificados no extrato otimizado dos frutos de acerola por turbolizagdo, utilizando cromatografia liquida de ultra-alta

eficiéncia e espectrometria de massas (UHPLC-MS/MS).
RT: tempo de reten¢do; MF: formula molecular; MS: massa.
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Positivo (m/z)

Negativo (m/z)

Peak RT (min) Compound MF MS MS Classe
1 5.71 Kaempferol 3-O-rhamnosideo C21H20010 433.1129 431.0971 Flavonoide
2 9.93 Kaempferol 7-O-rhamnosideo C21H20010 433.1101 431.0956 Flavonoide
3 8.68 Kaempferol 3-O-vicianosideo Ca6H23015 581.1481 579.13292 Flavonoide
4 10.15 Quercetina Ci5H1007 303.0486 301.0335 Flavonoide
5 8.60 Isoquercetina C21H20012 465.1012 463.0859 Flavonoide
6 9.20 Quercitrina C21H20011 449.1063 447.0908 Flavonoide
7 9.97 Isorhamnetina-3-O-glucosideo C»H201, 479.1164 477.1015 Flavonoide
8 8.44 Taxifolina CisH1,04 305.0649 - Flavonoide
9 9.28 Diidrokaempferol Ci5H1206 289.0693 - Flavonoide
2-(3,4-di-hidroxifenil)-5,7-di-hidroxi-3-
8.10 [[[((2258,’33111{,?445,’551%?312;’-Ltlr’is-l:ir:niﬂ?;alnéz- CasHasO16 597.1427 595.1278 Flavonoide
10 il]Joximetil]Joxan-2-ilJoxicromen-4-ona
3-[(2S,3R,4S,5S,6R)-4,5-di-hidroxi-6-
(hidroximetil)-3-[(2S,3R,4S,5R)-3,4,5-tri- .
8.90 hidroxioxan-2-ilJoxioxan-2-ilJoxi-2-(3 4-di- C27H30016 611.1586 609.1432 Flavonoide
11 hidroxifenil)-5-hidroxi-7-metoxicromeno-4-ona
12 10.34 Kaempferol 7-O-neohesperidosideo C»7H30015 - 593.1259 Flavonoide
13 10.89 Kaempferol Ci5H100s - 285.0393 Flavonoide
14 5.76 Catequina Ci5H1406 - 289.0709 Flavonoide
15 6.67 Afzelequina Ci5H1405 - 273.0749 Flavonoide
16 9.22 Engeletin C21H2019 - 433.1113 Flavonoide
17 8.35 Astilbina C21H2,011 - 449.1069 Flavonoide
5,8-di-hidroxi-2-(4-hidroxifenil )-7-metoxi-3-
[(2S,3R,4R,5R,6S)-3,4,5-tri-hidroxi-6-metiloxan- C2oH»01; 461.1059 Flavonoide
18 9.88 2-ilJoxicromeno-4-ona -
19 1.19 Acido ascérbico CsH3Os - 175.0242 Vitamina C
20 1.7 Acido citrico CeHs07 - 191.0187 Acido organico
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Considerando que o acido ascorbico € reconhecido como um dos principais
constituintes da acerola, o teor de acido ascorbico foi quantificado, por UHPLC, no
extrato otimizado, resultando em 107,95 + 1,98 mg de acido ascorbico por grama de
extrato. De acordo com Poletto et al. (2021), foi reportado teor de 158,2 mg/g em extratos
obtidos da acerola por extracdo de gas-liquido expandido, enquanto outro estudo
quantificou o 4cido ascorbico nos frutos frescos, com concentragdes variando de 1,18 a
2,43 ¢g/100 g (equivalente a 11,8 a 24,3 mg/g) (Ferreira et al. 2021). A comparagao
evidencia que o teor obtido neste trabalho ¢ superior ao observado em frutas frescas e
proximo ao de extratos concentrados, indicando a eficacia do método de extragdo
utilizado. Além disso, 0 método de turbolizacdo demonstrou ser uma alternativa mais
simples e economicamente vidvel em comparagao a extragdo por gas-liquido expandido,
exigindo menor tempo de processamento e infraestrutura menos complexa, sem prejuizo

a eficiéncia na recuperacao do acido ascorbico.
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4 CONCLUSOES

As condigdes ideais para a obtencdo de um extrato otimizado visando maximizar
o teor de polifenois foram determinadas utilizando extragdo por turbolizagdo com etanol
a 80% como solvente, em uma propor¢ao soluto:solvente de 1:10 (p/v), a 40 °C,
submetendo a amostra a uma velocidade de 9000 RPM por 5 minutos. A composi¢ao
fitoquimica do extrato revelou a presenca de flavonoides e e um alto teor de acido
ascorbico (107,95 + 1,98 mg/g de extrato), demonstrando a eficiéncia do processo na
preservacdo de compostos bioativos. Esses achados contribuem para o aprimoramento de
técnicas de extracdo de compostos bioativos e fortalecem o potencial de M. emarginata

para aplicagoes industriais.
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Manuscript on a preprint server, please be aware that anonymity cannot be guaranteed. Further information
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conform to the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals, prepared by the
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE).
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e Should be between 7 and 10 pages, inclusive of:
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o References
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If including an experimental section: up to 4,500 words, including figures and tables and excluding title
page, abstract and keywords. The word count should take into account the equivalent number of words for
space occupied by large figures and tables. If publishing the experimental section as online-only
supplemental material: up to 3,000 words including figures and tables and excluding title page, abstract and
keywords. The word count should take into account the equivalent number of words for space occupied by
large figures and tables.

Short Communication

e Should be written with the following elements in the following order: Title page; Abstract;
Keywords; 1. Introduction; 2. Results and Discussion; 3. Experimental; 4. Conclusions;
Acknowledgments; Declaration of Interest statement; References; appendices (as appropriate);
table(s) with caption(s) (on individual pages); figures; figure captions (as a list)

e Should be between 3 and 4 pages, inclusive of:

o References
o Figure or table captions

e Should contain an unstructured abstract of 150 words.

e Should contain between 3 and 7 keywords. Read making your article more discoverable,
including information on choosing a title and search engine optimization.

Any spectra (including NMR, IR, MS), chromatograms (including TLCs, HPLC and GC traces), NMR
tables and figures reporting bi-dimensional NMR correlations should either be submitted for review
purposes only or as supplemental material to be published online.

Review

e Should be written with the following elements in the following order: Title page; Abstract;
Keywords; 1. Introduction; 2. Results and Discussion; 3. Experimental, 4. Conclusions;
Acknowledgments; Declaration of Interest statement; References; appendices (as appropriate);
table(s) with caption(s) (on individual pages); figures; figure captions (as a list)

e Should be no more than 20 pages, inclusive of:

o Tables
o References
o Figure or table captions

Please send a Review proposal to the Editor-in-Chief (armandodoriano.bianco@uniromal.it) before
submission.

Letter

e Should be written with the following elements in the following order: Title page; Main text;
References (if required)
e Should be between 1 and 2 pages.

Format-Free Submission

Authors may submit their paper in any scholarly format or layout. Manuscripts may be supplied as single
or multiple files. These can be Word, rich text format (rtf), open document format (odt), PDF, or LaTeX
files. Figures and tables can be placed within the text or submitted as separate documents. Figures should
be of sufficient resolution to enable refereeing.

e  There are no strict formatting requirements, but all manuscripts must contain the essential elements
needed to evaluate a manuscript: abstract, author affiliation, figures, tables, funder information,
and references. Further details may be requested upon acceptance.

e References can be in any style or format, so long as a consistent scholarly citation format is
applied. For manuscripts submitted in LaTeX format a .bib reference file must be included. Author
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name(s), journal or book title, article or chapter title, year of publication, volume and issue (where
appropriate) and page numbers are essential. All bibliographic entries must contain a
corresponding in-text citation. The addition of DOI (Digital Object Identifier) numbers is
recommended but not essential.

e The journal reference style will be applied to the paper post-acceptance by Taylor & Francis.

e Spelling can be US or UK English so long as usage is consistent.

Note that, regardless of the file format of the original submission, an editable version of the article must be
supplied at the revision stage.

Taylor & Francis Editing Services

To help you improve your manuscript and prepare it for submission, Taylor & Francis provides a range of
editing services. Choose from options such as English Language Editing, which will ensure that your article
is free of spelling and grammar errors, Translation, and Artwork Preparation. Taylor & Francis Editing
Services can also help you create research promotion materials, including infographics, video abstracts, lay
summaries and graphical abstracts, to support your article’s impact. For more information, including
pricing, visit this website.

Checklist: What to Include

1. Author details. Please ensure everyone meeting the International Committee of Medical Journal
Editors (ICMIJE) requirements for authorship is included as an author of your paper. Please ensure
all listed authors meet the Taylor & Francis authorship criteria. All authors of a manuscript should
include their full name and affiliation on the cover page of the manuscript. Where available, please
also include ORCiDs and social media handles (Facebook, Twitter or LinkedIn). One author will
need to be identified as the corresponding author, with their email address normally displayed in
the article PDF (depending on the journal) and the online article. Authors’ affiliations are the
affiliations where the research was conducted. If any of the named co-authors moves affiliation
during the peer-review process, the new affiliation can be given as a footnote. Please note that no
changes to affiliation can be made after your paper is accepted. Read more on authorship.

2. Graphical abstract (mandatory). This is an image to give readers a clear idea of the content of
your article. It should be a maximum width of 525 pixels. If your image is narrower than 525
pixels, please place it on a white background 525 pixels wide to ensure the dimensions are
maintained. Save the graphical abstract as a .jpg, .png, or .tiff. Please do not embed it in the
manuscript file but save it as a separate file, labelled Graphical Abstract1. Taylor & Francis Editing
Services provides a graphical abstract creation service for a fee.

3. You can opt to include a video abstract with your article. Find out how these can help your work
reach a wider audience, and what to think about when filming. Taylor & Francis Editing Services
provides a video abstract creation service for a fee.

4. Funding details. Please supply all details required by your funding and grant-awarding bodies as

follows:

For single agency grants
This work was supported by the [Funding Agency] under Grant [number xxxx].
For multiple agency grants

This work was supported by the [Funding Agency #1] under Grant [number xxxx]; [Funding
Agency #2] under Grant [number xxxx]; and [Funding Agency #3] under Grant [number xxxx].

5. Disclosure statement. This is to acknowledge any financial or non-financial interest that has
arisen from the direct applications of your research. If there are no relevant competing interests to
declare please state this within the article, for example: The authors report there are no competing
interests to declare. Further guidance on what is a conflict of interest and how to disclose it.

6. Data availability statement. If there is a data set associated with the paper, please provide
information about where the data supporting the results or analyses presented in the paper can be
found. Where applicable, this should include the hyperlink, DOI or other persistent identifier
associated with the data set(s). Templates are also available to support authors.

7. Data deposition. If you choose to share or make the data underlying the study open, please deposit
your data in a recognized data repository prior to or at the time of submission. You will be asked
to provide the DOI, pre-reserved DOI, or other persistent identifier for the data set.
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8. Supplemental online material. Supplemental material can be a video, dataset, fileset, sound file
or anything which supports (and is pertinent to) your paper. Articles with extenders, such as
infographics or video summaries, are up to 108% more likely to be downloaded (based on data in
May 2024 from Plain Language Summary of Publication and Clinical Trial Protocol articles
published in Future Oncology in 2023). We publish supplemental material online via Figshare.
Find out more about supplemental material and how to submit it with your article. Taylor &
Francis Editing Services can help you create research promotion materials, including infographics,
video abstracts, lay summaries and graphical abstracts, to support your article’s impact. For more
information, including pricing, visit this website.

9. Figures. Figures should be high quality (1200 dpi for line art, 600 dpi for grayscale and 300 dpi
for colour, at the correct size). Figures should be supplied in one of our preferred file formats: PS,
JPEG, TIFF, or Microsoft Word (DOC or DOCX) files are acceptable for figures that have been
drawn in Word. For information relating to other file types, please consult our Submission of
electronic artwork document.

10. Tables. Tables should present new information rather than duplicating what is in the text. Readers
should be able to interpret the table without reference to the text. Please supply editable files.

11. Equations. If you are submitting your manuscript as a Word document, please ensure that
equations are editable. More information about mathematical symbols and equations.

12. Units. Please use SI units (non-italicized).

Using Third-Party Material

You must obtain the necessary permission to reuse third-party material in your article. The use of short
extracts of text and some other types of material is usually permitted, on a limited basis, for the purposes
of criticism and review without securing formal permission. If you wish to include any material in your
paper for which you do not hold copyright, and which is not covered by this informal agreement, you will
need to obtain written permission from the copyright owner prior to submission. More information
on requesting permission to reproduce work(s) under copyright.

Disclosure Statement

Please include a disclosure statement, using the subheading “Disclosure of interest.” If you have no interests
to declare, please state this (suggested wording: The authors report there are no competing interests to
declare). For all NIH/Welcome-funded papers, the grant number(s) must be included in the declaration of
interest statement. Read more on declaring conflicts of interest.

Clinical Trials Registry

In order to be published in a Taylor & Francis journal, all clinical trials must have been registered in a
public repository, ideally at the beginning of the research process (prior to participant recruitment). Trial
registration numbers should be included in the abstract, with full details in the methods section. Clinical
trials should be registered prospectively — i.e. before participant recruitment. However, for clinical trials
that have not been registered prospectively, Taylor & Francis journals requires retrospective registration to
ensure the transparent and complete dissemination of all clinical trial results which ultimately impact human
health. Authors of retrospectively registered trials must be prepared to provide further information to the
journal editorial office if requested. The clinical trial registry should be publicly accessible (at no charge),
open to all prospective registrants, and managed by a not-for-profit organization. For a list of registries that
meet these requirements, please visit the WHO International Clinical Trials Registry Platform (ICTRP).
The registration of all clinical trials facilitates the sharing of information among clinicians, researchers, and
patients, enhances public confidence in research, and is in accordance with the ICMJE guidelines.

Ethics of Experimentation

Please ensure that all research reported in submitted papers has been conducted in an ethical and responsible
manner, and is in full compliance with all relevant codes of experimentation and legislation. All original
research papers involving humans, animals, plants, biological material, protected or non-public datasets,
collections or sites, must include a written statement in the Methods section, confirming ethical approval
has been obtained from the appropriate local ethics committee or Institutional Review Board and that where
relevant, informed consent has been obtained. For animal studies, approval must have been obtained from
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the local or institutional animal use and care committee. All research studies on humans (individuals,
samples, or data) must have been performed in accordance with the principles stated in the Declaration of
Helsinki. In settings where ethics approval for non-interventional studies (e.g. surveys) is not required,
authors must include a statement to explain this. In settings where there are no ethics committees in place
to provide ethical approval, authors are advised to contact the Editor to discuss further. Detailed guidance
on ethics considerations and mandatory declarations can be found in our Editorial Policies section
on Research Ethics.

Consent

All authors are required to follow the ICMJE requirements and Taylor & Francis Editorial Policies on
privacy and informed consent from patients and study participants. Authors must include a statement to
confirm that any patient, service user, or participant (or that person’s parent or legal guardian) in any type
of qualitative or quantitative research, has given informed consent to participate in the research. For
submissions where patients or participants can be potentially identified (e.g. a clinical case report detailing
their medical history, identifiable images or media content, etc), authors must include a statement to confirm
that they have obtained written informed consent to publish the details from the affected individual (or their
parents/guardians if the participant in not an adult or unable to give informed consent; or next of kin if the
participant is deceased). The process of obtaining consent to publish should include sharing the article with
the individual (or whoever is consenting on their behalf), so that they are fully aware of the content of the
article before it is published. Authors should familiarise themselves with our policy on participant/patient
privacy and informed consent. They may also use the Consent to Publish Form, which can be downloaded
from the same Author Services page.

Health and Safety

Please confirm that all mandatory laboratory health and safety procedures have been complied within the
course of conducting any experimental work reported in your paper. Please ensure your paper contains all
appropriate warnings on any hazards that may be involved in carrying out the experiments or procedures
you have described, or that may be involved in instructions, materials, or formulae.

Please include all relevant safety precautions; and cite any accepted standard or code of practice. Authors
working in animal science may find it useful to consult the International Association of Veterinary Editors’
Consensus Author Guidelines on Animal Ethics and Welfare and Guidelines for the Treatment of Animals
in Behavioural Research and Teaching. When a product has not yet been approved by an appropriate
regulatory body for the use described in your paper, please specify this, or that the product is still
investigational.

Submitting Your Paper

This journal uses Taylor & Francis' Submission Portal to manage the submission process. The Submission
Portal allows you to see your submissions across Taylor & Francis' journal portfolio in one place. To submit
your manuscript please click here.

If you are submitting in LaTeX, please convert the files to PDF beforehand. The PDF should be uploaded
as the “Manuscript - with author details”’/”Manuscript - anonymous” file. You will also need to upload your
LaTeX source files, which should be uploaded as a single zip file alongside your submission and marked
as “LaTeX Source Files”.

Please note that Natural Product Research uses Crossref™ to screen papers for unoriginal material. By
submitting your paper to Natural Product Research you are agreeing to originality checks during the peer-
review and production processes.

On acceptance, we recommend that you keep a copy of your Accepted Manuscript. Find out more
about sharing your work.

Data Sharing Policy
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This journal applies the Taylor & Francis Basic Data Sharing Policy. Authors are encouraged to share or
make open the data supporting the results or analyses presented in their paper where this does not violate
the protection of human subjects or other valid privacy or security concerns.

Authors are encouraged to deposit the dataset(s) in a recognized data repository that can mint a persistent
digital identifier, preferably a digital object identifier (DOI) and recognizes a long-term preservation plan.
If you are uncertain about where to deposit your data, please see this information regarding repositories.

Authors are further encouraged to cite any data sets referenced in the article and provide a Data Availability
Statement.

At the point of submission, you will be asked if there is a data set associated with the paper. If you reply
yes, you will be asked to provide the DOI, pre-registered DOI, hyperlink, or other persistent identifier
associated with the data set(s). If you have selected to provide a pre-registered DOI, please be prepared to
share the reviewer URL associated with your data deposit, upon request by reviewers.

Where one or multiple data sets are associated with a manuscript, these are not formally peer-reviewed as
a part of the journal submission process. It is the author’s responsibility to ensure the soundness of data.
Any errors in the data rest solely with the producers of the data set(s).

Publication Charges

There are no submission fees, publication fees or page charges for this journal.

Color figures will be reproduced in color in your online article free of charge. If it is necessary for the
figures to be reproduced in color in the print version, a charge will apply.

Charges for color figures in print are £300 per figure ($400 US Dollars; $500 Australian Dollars; €350).
For more than 4 color figures, figures 5 and above will be charged at £50 per figure ($75 US Dollars; $100
Australian Dollars; €65). Depending on your location, these charges may be subject to local taxes.

Copyright Options
Copyright allows you to protect your original material, and stop others from using your work without your

permission. Taylor & Francis offers a number of different license and reuse options, including Creative
Commons licenses when publishing open access. Read more on publishing agreements.

Complying with Funding Agencies

We will deposit all National Institutes of Health or Wellcome Trust-funded papers into PubMedCentral on
behalf of authors, meeting the requirements of their respective open access policies. If this applies to you,
please tell our production team when you receive your article proofs, so we can do this for you. Check
funders’ open access policy mandates here. Find out more about sharing your work.

My Authored Works

On publication, you will be able to view, download and check your article’s metrics (downloads, citations
and Altmetric data) via My Authored Works on Taylor & Francis Online. This is where you can access
every article you have published with us, as well as your free eprints link, so you can quickly and easily
share your work with friends and colleagues.

We are committed to promoting and increasing the visibility of your article. Here are some tips and ideas
on how you can work with us to promote your research.

Queries

If you have any queries, please visit our Author Services website or contact us here.
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	Gilianny Rocatto Teixeira
	Alto teor de ácido ascórbico obtido a partir da otimização de método extrativo dos frutos de Malpighia emarginata DC.
	RESUMO: Malpighia emarginata DC., conhecida popularmente como acerola e pertencente à família Malpighiaceae, é uma fruta da biodiversidade brasileira amplamente consumida in natura. A casca, polpa e semente são fontes de compostos bioativos, com desta...
	Palavras-chave: Acerola. Ácido ascórbico. Extrato otimizado. Turbolização. Vitamina C.
	Gilianny Rocatto Teixeira
	High ascorbic acid content obtained from the optimization of the extraction method of Malpighia emarginata DC. Fruits
	ABSTRACT: Malpighia emarginata DC., popularly known as acerola and belonging to the Malpighiaceae family, is a fruit from Brazilian biodiversity that is widely consumed in its natural state. The peel, pulp and seeds are sources of bioactive compounds,...
	Key-words: Acerola. Ascorbic acid. Optimized extract. Turbolization. Vitamin C.
	CAPÍTULO I
	Otimização extrativa de compostos bioativos dos frutos de Malpighia emarginata DC. através do planejamento experimental Box-Behnken
	RESUMO: O presente estudo investigou a otimização da extração de compostos bioativos de Malpighia emarginata (acerola), reconhecida por suas propriedades antioxidantes associadas à alta concentração de ácido ascórbico. A otimização foi realizada pelo ...
	Palavras-chave: Acerola. Atividade antioxidante. Box-Behnken. Turbolização. Vitamina C.
	1 INTRODUÇÃO
	A acerola (Malpighia emarginata DC. Sin. Malpighia glabra L. e Malpighia punicifolia L.), pertencente à família Malpighiaceae, é uma planta nativa da América Central e do Sul, adepta a climas tropicais e subtropicais. Estudos apontam que o Brasil é o ...
	O alto teor de vitamina C confere à acerola propriedades antioxidantes relevantes, já que essa vitamina é capaz de eliminar eficazmente radicais livres, protegendo o organismo de processos oxidativos associados ao envelhecimento e a diversas doenças c...
	A crescente demanda por ingredientes naturais e sustentáveis tem direcionado pesquisas ao uso de extratos vegetais em produtos cosméticos e farmacêuticos, sendo a acerola uma opção atrativa para essas indústrias (Kowalczyk et al. 2024). Extratos de ac...
	Apesar do vasto potencial da acerola, a concentração de vitamina C e outros bioativos é altamente dependente dos métodos de extração utilizados. Diferentes técnicas extrativas podem impactar a estabilidade e a biodisponibilidade dos bioativos, limitan...
	2 MATERIAL E MÉTODOS
	1.1 Material

	Frutos in natura de acerola (M. emarginata) foram coletados no Horto de Plantas Medicinais da UNIPAR (Universidade Paranaense), campus Umuarama (Brasil) (S23º47'55-W53º18'48). O material foi previamente identificado e com exsicata depositada no Herbár...
	2.2 Métodos extrativos

	Os extratos foram preparados utilizando etanol 80% como solvente e proporção de 1:25 (p/v) soluto/solvente. O grau alcoólico foi determinado com base em estudos anteriores (da Costa et al. 2020). Após a extração, as amostras foram submetidas a filtraç...
	2.2.1 Maceração

	A maceração foi realizada em um recipiente vedado à temperatura ambiente por 7 dias, sem realizar a renovação do solvente durante o processo (Tominc et al. 2022).
	2.2.2 Turbolização

	A extração foi realizada utilizando um dispersor digital Ultra-Turrax® T25 (IKA) equipado com elemento dispersante modelo 18G (IKA). O processo foi conduzido a 12.000 RPM e o tempo de extração definido através de cinética (1, 3, 5, 10, 15 e 20 min). A...
	2.2.3 Soxhlet

	A extração por Soxhlet foi conduzida por um período de 6 h (Tominc et al. 2022).
	2.3 Rendimento extrativo

	O rendimento extrativo (%) foi calculado gravimetricamente, sendo a razão entre a massa do extrato liofilizado (g) e a massa do material vegetal seco (g), multiplicada por 100 (p/p, %).
	2.4 Otimização do método extrativo

	A metodologia de extração por turbolização foi utilizada para otimizar o processo, empregando um delineamento experimental Box-Behnken com três níveis e triplicata no ponto central. Essa estratégia resultou em 13 combinações e 15 experimentos. A pesqu...
	2.5 Análises quantitativas
	2.5.1 Compostos fenólicos totais

	Para determinação de CFT foi gerada uma curva de calibração utilizando ácido gálico (Sigma-Aldrich®), cobrindo uma faixa de concentração de 250 a 15,625 μg mL−1, resultando na equação y = 7,1533x + 38,464, com coeficiente de correlação (R²) de 0,9915....
	2.5.2 Atividade antioxidante

	A AA dos extratos foi determinada pela sua capacidade de neutralizar os radicais 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) através de uma curva de calibração padrão com ácido gálico (y = -0,3634x + 604,7, R² = 0,98). Essas medições foram realizadas com extr...
	2.6 Caracterização do extrato otimizado
	2.6.1 Identificação do extrato otimizado por UHPLC-MS/MS

	Para a caracterização dos compostos fitoquímicos, preparou-se uma solução do extrato otimizado (ensaio 1) na concentração de 1000 µg mL⁻¹, utilizando uma mistura de metanol e água na proporção 1:1 (v/v) como solvente. Após a preparação, a solução foi ...
	2.6.2 Doseamento de ácido ascórbico

	O doseamento de ácido ascórbico  do extrato otimizado (ensaio 1) foi quantificado utilizando um sistema UHPLC-MS/MS (Shimadzu Nexera X2, Japão) acoplado a um espectrômetro de massas Q-TOF Impact II (Bruker, Alemanha). Para a separação cromatográfica, ...
	A fase móvel consistiu em água ultrapura (com 0,1% de ácido fórmico) (fase A) e metanol (fase B), ambos com grau de pureza LC-MS. O fluxo foi mantido constante em 0,250 mL min⁻¹ durante toda a corrida cromatográfica. O espectrômetro de massas Q-TOF Im...
	2.7 Análise estatística

	Para comparar os resultados das técnicas de extração, foi aplicada uma análise de variância (ANOVA) e as médias obtidas foram comparadas utilizando o teste de Tukey com significância de p ≤ 0,05. A otimização do método de extração foi conduzida por me...
	3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
	3.1 Avaliação do potencial extrativo de diferentes técnicas para M. emarginata

	As técnicas de extração impactam diretamente na qualidade dos compostos bioativos, influenciando em fatores como pureza, rendimento e estabilidade. Métodos distintos, como ultrassom, micro-ondas e extrações convencionais, apresentam eficiências variad...
	Os processos de extração apresentaram rendimentos satisfatórios (Tabela 1), visto que o rendimento médio da polpa in natura, sem processamento, é de aproximadamente 76,05% (Farinelli et al. 2021). Contudo, a aplicação de diferentes métodos extrativos ...
	A análise do teor de CFT revelou diferença estatística significativa entre os métodos, com o melhor resultado obtido pelo uso da turbolização por 5 minutos. Observou-se que, à medida que o tempo de extração aumenta, o teor de CFT diminui, o que pode s...
	Componentes da acerola, como compostos fenólicos e o ácido ascórbico, possuem potencial antioxidante, embora pertençam a grupos distintos de substâncias bioativas. Os compostos fenólicos são polifenóis conhecidos por sua capacidade de neutralizar radi...
	Dentre os métodos avaliados, a maceração apresenta baixa seletividade extrativa (Zhang et al. 2023) e além disso, o tempo de extração (7 dias) é significativamente maior em comparação ao tempo de 5 minutos selecionado para turbolização. Em escala indu...
	Resultados expressos em média ± desvio padrão (n=3). Diferentes letras, na mesma coluna, representam diferença estatística (p<0,05) por Teste de Tukey.
	3.2 Avaliação do impacto das variáveis frente a otimização de método extrativo por turbolização

	Para avaliar o efeito da velocidade de extração, da proporção soluto: solvente e da temperatura sobre o rendimento, CFT e AA por DPPH, foi aplicado um planejamento experimental Box-Behnken em modelo linear com intervalo de confiança de 95%.
	Os dados obtidos, incluindo os desvios padrão do ponto central, estão apresentados na Tabela 2. A técnica extrativa utilizada foi turbolização. Os valores experimentais de 'F' superiores ao valor de 'Ftabelado' (4,77) indicaram a significância dos mod...
	Tabela 2. Avaliação dos fatores de extração e análise de variância na otimização do processo de turbolização.
	Nota: *Ponto central – Resultado expresso pela média ± desvio padrão (n=3).
	O ensaio 12 apresentou o maior rendimento extrativo (59,37%). No entanto, o R2 ajustado não resultou em valor próximo ao R2, além disso, o valor de Fcalculado foi inferior ao Ftabelado, logo, o modelo não foi considerado satisfatório para explicar a i...
	Para CFT, a razão teve um efeito inversamente proporcional ao teor de CFT, enquanto a velocidade e a temperatura não exerceram efeito significativo isoladamente. Em contrapartida, a interação dos parâmetros razão x temperatura e velocidade x temperatu...
	Figura 1.    Diagrama de Pareto para o efeito das variáveis independentes frente a compostos fenólicos totais (A) e gráficos de superfície resposta das interações entre as variáveis (B, C e D).
	Ainda, uma combinação otimizada pode aumentar a transferência de massa e melhorar a solubilização de compostos fenólicos, resultando em extratos com uma maior concentração desses compostos e melhora das atividades biológicas quando comparado ao estudo...
	Quanto a atividade antioxidante, todos os parâmetros analisados isoladamente exerceram um efeito negativo (Figura 2). O aumento da temperatura do solvente pode ter levado a degradação dos compostos térmicos, acelerando reações de oxidação e rompendo a...
	Figura 2. Diagrama de Pareto para o efeito das variáveis independentes frente a atividade antioxidante (A) e gráficos de superfície resposta das interações entre as variáveis (B, C e D).
	No entanto, ao avaliar a interação entre a velocidade e a temperatura, observou-se impacto significativo na atividade antioxidante por método de DPPH. É fundamental observar que tanto os parâmetros individuais quanto as interações entre eles exerceram...
	O método turbolização pode promover uma transferência de massa altamente eficiente, facilitando a liberação de compostos ativos para o solvente extrativo (Xu et al. 2016). No entanto, esse processo resulta na geração de calor (Tena e Asuero 2022), o...
	A análise de desejabilidade é uma ferramenta estatística amplamente utilizada para identificar as condições experimentais que otimizam múltiplas respostas simultaneamente (Pimenta et al. 2015). Neste estudo, devido a falta de precisão do modelo ajusta...
	Figura 3. Parâmetros de desejabilidade para a otimização do processo extrativo de acerola por turbolização.
	A identificação química do extrato otimizado (ensaio 1) por UHPLC-MS/MS (Tabela 3), permitiu identificar 20 compostos, sendo 18 flavonoides, um ácido orgânico e a vitamina C. Embora o ácido ascórbico seja o composto mais reconhecido da acerola, seu ex...
	RT: tempo de retenção; MF: fórmula molecular; MS: massa.
	Considerando que o ácido ascórbico é reconhecido como um dos principais constituintes da acerola, o teor de ácido ascórbico foi quantificado, por UHPLC, no extrato otimizado, resultando em 107,95 ± 1,98 mg de acido ascórbico por grama de extrato. De a...
	4 CONCLUSÕES
	As condições ideais para a obtenção de um extrato otimizado visando maximizar o teor de polifenois foram determinadas utilizando extração por turbolização com etanol a 80% como solvente, em uma proporção soluto:solvente de 1:10 (p/v), a 40  C, submete...
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