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GENERAL ABSTRACT

INTRODUTION. There is an increased demand for healthy foods or foods with natural appeal.
Additives are a class of chemical substances added to processed foods to improve the
characteristics of the final product. They can be divided into natural and synthetic. Where the
former can occur naturally in food or be retrieved from a natural source. The synthetic class, on
the other hand, is the most used class in the industry due to its chemical stability, easy
application and low cost. However, in recent years, the use of natural substances in food
products as a substitute for synthetic ones has come to represent one of the main trends and
challenges in the food industry. While natural additives have their merits for the food industries,
their use requires a strict food safety policy. The search for new sources of antioxidants is a
living concern these days, and exotic fruits are increasingly explored for this purpose.
Optimization of the extraction process is a major challenge, including choice of extraction
methodology, process time and temperature, sample/solvent ratio, solvent mix, solvent toxicity,
and preservation of bioactive compounds during the process. Thus, the Moringa oleifera fruit
(Moringa) and the Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni were studied through
experimental planning and chemometric tools as antioxidation sources.

OBJECTIVES. The objective of these works was to carry out research on new approaches
(emerging) to obtain food additives in a natural way and to optimize the process of extracting
bioactive compounds from moringa leaves and Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni
fruit pulp.

MATERIAL AND METHODS. To optimize the process of extracting compounds from the
moringa leaf, RCCD (rotational central composite design) was used to evaluate the effects of
solvent composition and the solids/solvent ratio on the dependent variables of Total Phenolics
(TPC), Total Flavonoids (TFC). ), antioxidant capacity. All statistical analyzes were performed
using the TIBCO StatisticaTM. As for Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni, the
planning used was the centroid-simplex and the answers were in terms of TPC, TFC, and
antioxidant capacity. The identification, and for Canistel the quantification of the compounds,
was done by chromatography coupled to mass spectrometry (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS).
RESULTS AND DISCUSSION. The models obtained for yield were statistically significant
(P< .05) for the two extraction methods and none of the models presented lack of fit (Lack of
fit) (p> .05). For UAE and HAE, the binary solid/solvent interaction effect and the
water/ethanol ration were not statistically significant, so these coefficients were removed from

the model. The throughput for UAE was slightly higher, but the high cost of the equipment is a
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disadvantage compared to HAE. It was also observed that increasing the solid/solvent ratio
decreases yield. The TPC values were slightly higher for UAE compared to HAE, this is due to
the equipment applying a high shear rate in a few seconds and allowing the rupture of plant cell
structures, promoting the release of metabolics such as phenolic compounds. Vegetable sources
have represented the main matrix for obtaining natural aromatic compounds, such as phenolic
compounds. The regression models for TPC of Moringa leaves were statistically significant (p<
.05) for both extraction equipment. However, the HAE model did not show a good predictive
ability. It was observed that the mixture of water and ethanol had higher TPC values, which
suggests that solvents with intermediate polarities are more suitable for extracting phenolic
compounds from plant matrices. It was not possible to obtain a valid model to obtain TFC for
HAE. However, for UAE the model was statistically significant. The attempt to adapt to the
current consumer market has driven researchers to search for sources of natural additives and
emerging recovery techniques. Antioxidants is one of the most researched additive categories
and was evaluated by two methods, DPPH and ABTS, as the phytocomponents act by different
mechanisms and each one has a specific target within the reaction matrix. For the DPPH
method, the models obtained for both equipment were statistically significant, and had no lack
of adjustment. By the model, it can also be observed that the increase in leaf mass in the
extraction did not increase the values of antioxidant activity through the DPPH assay. For
ABTS, only the model for UAE was statistically significant. Again, the model showed an
inverse relationship between leaf quantity and antioxidant concentration. Antioxidants used as
food additives are used in order to prolong the shelf life of food, preventing rancidity, loss of
color, development of odors, loss of texture, among other phenomena that occur in food
products. The reactions that protect food are the same ones that protect cells from biological
organisms and have a specific objective, to prevent oxidation, allowing the food to remain in
good condition for longer. The extracts that showed the best results in terms of extraction yield
and antioxidant activity were selected for characterization via UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS.
The analysis of mass spectral (MS) chromatograms showed great similarity between the profiles
of bioactive compounds of all evaluated extracts. Up to 30 components were detected in
Moringa leaf extracts, corresponding to polyphenols, alkaloids and lignins. As for the extraction
carried out on the pulp of the canistel fruit, it was possible to observe that the greater the amount
of acetone, the better the extraction. For all responses, the coefficients were statistically
significant (P < 0.05) and with good ability. Furthermore, the standard error estimate was very

low when compared to the values obtained experimentally, with no lack of adjustment in the
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model (p > 0.05). These data demonstrate that the values obtained in the special cubic model
represent the experimental values very well.

CONCLUSIONS. As these new perspectives are presented, it is possible to conclude that the
replacement of synthetic additives related to food structuring is quite possible, since additive
sources can be found in abundance in nature. Both plant matrices proved to be good sources of

antioxidants

KEY WORDS. UPLC-TQD mass spectrometer; polyphenols;
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RESUMO GERAL
INTRODUCAO. Ha um aumento da demanda por alimentos saudaveis ou com apelos
naturais. Os aditivos sdo uma classe de substancias quimicas adicionadas aos alimentos
processados para melhorar as caracteristicas do produto final. Eles podem ser divididos em
naturais e sintéticos. Onde o primeiro, pode ocorrer naturalmente no alimento ou serem
recuperados de uma fonte natural. J& a classe dos sintéticos, € a classe mais utilizada na inddstria
devido a sua estabilidade quimica, facil aplicacdo e baixo custo. No entanto, nos ultimos anos,
a utilizacdo de substancias naturais em produtos alimenticios como substituto aos sintéticos
passou a representar uma das principais tendéncias e desafios da inddstria de alimentos. Embora
os aditivos naturais tenham seus méritos para as industrias de alimentos, seu uso requer uma
politica rigorosa de seguranga alimentar. A busca de novas fontes de antioxidantes sdo uma
preocupacéo vivida nos dias de hoje, e as frutas exoticas sdo cada vez mais explorada com esse
propdsito. A otimizacdo do processo de extracdo é um importante desafio, incluindo a escolha
da metodologia de extracéo, tempo e temperatura do processo, razdo amostra/solvente, mistura
de solventes, toxicidade dos solventes, e a preservacdo dos compostos bioativos durante o
processo. O planejamento experimental e ferramentas quimiomeétrias sdo importantes
ferramentas capazes de encurtar o caminho das analises e determinar corretamente o numero
de experimentos necessarios para que se possa chegar a uma conclusdo. Sendo assim a folha da
Moringa oleifera (Moringa) e a polpa da fruta Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni
foram estudadas por meio de planejamentos experimentais e ferramentas quimiometricas como fontes
de antioxidantes.
OBJETIVOS. O objetivo destes trabalhos foi realizar pesquisas sobre as novas abordagens
(emergentes) para obtencao de aditivos alimentares de forma natural e otimizar o processo de
extracdo dos compostos bioativos de folhas de Moringa oleifera e da polpa da fruta Canistel-
Pouteria campechiana (Kunth) Baehni.
MATERIAIS E METODOS. Para a otimizac3o do processo de extracdo dos compostos da
folha de moringa, realizados pelos equipamentos Ultra-homogeneizador (HAE) e Ultrassom
(UAE) foi utilizado RCCD (delineamento composto central rotacional) para avaliar os efeitos
da composicdo do solvente e a razdo solidos/ solvente sobre as variaveis dependentes Fenolicos
Totais (TPC), Flavonoides totais (TFC), capacidade antioxidante. Todas as analises estatisticas
foram realizadas no TIBCO Statistica™. Ja para Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni,
o planejamento usado foi o simplex-centréide e as respostas foram em funcdo TPC, TFC, e
capacidade antioxidante. A identificacdo e quantificagdo dos compostos, foi feita por
cromatografia acoplada a espectrometria de massas (UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS).
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RESULTADOS E DISCUSSAO. Os modelos obtidos para o rendimento, foram
estatisticamente significativos (p< 0.05) para os dois métodos de extracdo e nenhum dos
modelos apresentaram falta de ajuste (Lack of fit) (p>0.05). Para UAE e HAE, o efeito de
interacdo binaria solido/ solvente e a racdo agua/ etanol ndo foram estatisticamente
significativos, entdo esses coeficientes foram removidos do modelo. O rendimento para UAE
foi ligeiramente maior, porém o alto custo do equipamento é uma desvantagem em relacdo ao
HAE. Foi observado também que o aumento da proporcdo sélido/solvente diminui o
rendimento. Os valores de TPC foram ligeiramente maiores para UAE em relacdo a HAE, isso
é devido ao equipamento aplicar uma alta taxa de cisalhamento em poucos segundos e permite
a ruptura das estruturas celulares da planta, promovendo a liberacdo de metabolicos, como os
compostos fendlicos. Fontes vegetais tém representado a principal matriz para obtencdo de
compostos aromaticos naturais, como os compostos fenolicos. Os modelos de regressdo para
TPC das folhas de Moringa foram estatisticamente significativos (p< .05) para ambos 0s
equipamentos de extracdo. Entretanto, o0 modelo de HAE, ndo apresentou uma boa capacidade
preditiva. Foi observado que a mistura agua e etanol obtiveram maiores valores de TPC, o que
sugere que solventes com polaridades intermediarias sdo mais adequados para extracdo de
compostos fenolicos em matrizes vegetais. Nao foi possivel obter um modelo valido para
obtencdo de TFC para HAE. Porém, para UAE o modelo foi estatisticamente significativo. A
tentativa de adequacdo ao mercado consumidor atual tem impulsionado pesquisadores na busca
por fontes de aditivos naturais e técnicas de recuperacdo emergentes. Os Antioxidantes, € uma
das categorias de aditivos mais pesquisadas e foi avaliada por dois métodos, DPPH e ABTS,
pois os fitocomponentes atuam por diferentes mecanismos e cada um possui um alvo especifico
dentro da matriz de reacdo. Para o metodo de DPPH, os modelos obtidos para ambos o0s
equipamentos foram estatisticamente significativos, e ndo tiveram falta de ajuste. Pelo modelo,
também pode-se observar que o aumento da massa de folha na extracdo ndo aumentou os
valores de atividade antioxidante através do ensaio de DPPH. Para o ABTS, somente o modelo
para UAE foi estaticamente significativo. Novamente, 0 modelo mostrou relacdo inversa entre
a quantidade de folha e concentracdo de antioxidantes. Os extratos que apresentaram 0s
melhores resultados quanto ao rendimento de extracdo e atividade antioxidante, foram
selecionados para a caracterizacdo via UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS. A anélise dos
cromatogramas de espectro de massa (MS) mostrou grande semelhanca entre os perfis de
compostos bioativos de todos os extratos avaliados. Até 30 componentes foram detectados nos
extratos de folha de Moringa, correspondendo a compostos polifendis, alcaloides e ligninas.

Em relacdo a caracterizagdo da polpa canistel, foi possivel observar que ela possui uma grande
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quantidade de umidade e carboidratos e um pH béasico. J& para o estudo da extracdo de
antioxidantes foi possivel observar que, quanto maior a quantidade de acetona, melhor foram
as quantificacGes de antioxidantes, com exce¢do da analise de ORAC, que foi maior para
extracdo realizada em proporcdes iguais de acetona e etanol. Para todas as respostas, 0s
coeficientes foram estatisticamente significativos (P < 0,05) e com boa capacidade. Além disso
a estimativa de erro padrdo foi muito baixa quando comparado aos valores obtidos
experimentalmente, ndo havendo falta de ajuste no modelo (p > 0,05). Esses dados demonstram
que o os valores obtidos no modelo cubico especial representa muito bem os valores
experimentais.

CONCLUSAO. Como essas novas perspectivas apresentadas, é possivel concluir que a
substituicdo dos aditivos sintéticos relacionados a estruturacdo dos alimentos é bastante
possivel, ja que fontes de aditivos podem ser encontradas em abundancia na natureza. Ambas

as matrizes vegetais se mostraram boas fontes de antioxidantes

PALAVRAS CHAVES: Planejamento de misturas; UPLC-TQD espectrometro de massa;
polifendis; UAE; HAE.



Realidades e Perspectivas em Cié€ncia dos Alimentos

Capitulo III

Aditivos alimentares naturais emergentes: Uma
revisao
Recebido em: 17/07/2020

Aceito em: 01/08/2020
10.46420/9786588319031cap3

Juliana Mendes Gartcia Pereira'”
Maysa Formigoni'

Franciele Leila Giopato Viell'

Giseli Cristina Pante'

Evandro Bona®

Angélica Marquetotti Salcedo Vieira'?

INTRODUCAO

Aditivos alimentares sao substancias quimicas incorporadas aos alimentos processados ou
bebidas para melhorar as caracteristicas organolépticas e atender as necessidades de produgio,
processamento, armazenamento ¢ distribuicao do produto. De acordo com seu uso industrial, os
aditivos sao classificados em 25 classes, que incluem uma infinidade de compostos com
funcionalidades especificas que podem ser utilizados seguindo a legislagdo particular de cada pafs
e uma politica de seguranca alimentar (Carocho et al., 2014; Carocho et al., 2018; Martins et al.,
2019).

Os aditivos alimentares podem ser naturais ou sintéticos. Os primeiros, podem ocorrer
naturalmente no alimento ou serem recuperadas de uma fonte natural, ja os sintéticos, sao
definidos como substancias artificialmente sintetizadas (Zeece, 2020) e representam a classe de
aditivos mais utilizados na industria devido sua estabilidade quimica, facil aplicagao e baixo custo.
No entanto, nos ultimos anos, a utilizacdo de substancias naturais em sistemas alimentares como

substitutos as substancias sintéticas passou a representar uma das principais tendéncias e desafios
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da industria de alimentos, principalmente devido a alta toxicidade e aos problemas alergénicos
associados aos aditivos artificialmente sintetizados.

Este cenario tem impulsionado pesquisadores na busca por novas fontes naturais com
potencial uso como aditivo alimentar. Corantes, aromatizantes, antioxidantes e agentes de corpo
estao entre os aditivos mais comuns incorporados aos alimentos. Ainda que cheias de aspectos
desafiadores, numerosas pesquisas tém sido realizadas e diversas fontes naturais tém sido testadas
para obtenc¢ao de novos aditivos (Cuevas-Glory et al., 2020; Giuffrida et al., 2020; He et al., 2020;
Jahurul et al., 2020; Lombardelli et al., 2020; Pataro et al., 2020; Bécker et al., 2020; Pardilhé et
al., 2020; Dini et al., 2020; De Biaggi et al., 2020; Fidelis et al., 2020; Bernaerts et al., 2019).

Embora os aditivos naturais tenham seus méritos para as industrias de alimentos, seu uso
requer uma politica rigorosa de seguranca alimentar. A Ewuropean Food Safety Authority (EFSA) e a
Food and Drug Administration (FDA) sio importantes 6rgaos governamentais que mundialmente
legislam e supervisionam a aprovacao e a regulamentacao de novos aditivos alimentares. No
Brasil, o 6rgao responsavel por essa regulamentacdo ¢ a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Antes de ser autorizado o uso de um aditivo, este deve ser submetido a uma
adequada avaliacao toxicologica, em que se deve levar em conta, dentre outros aspectos, qualquer
efeito acumulativo, sinérgico e de protegao, decorrente do seu uso (ANVISA, 2020).

Neste capitulo, apresentamos as recentes pesquisas relacionadas a novas abordagens para
obteng¢ao de aditivos alimentares de fontes naturais possiveis de suprir a demanda mundial de
novos ingredientes. Este estudo fornece uma compilagio de pesquisas relevantes que podem
auxiliar o leitor em identificar tendéncias para a indudstria de alimentos ou novas areas de

pesquisa.

FONTES NATURAIS EMERGENTES

Nos ultimos anos, uma mudanga significativa no perfil de consumo da populagio foi
observada. Grande parte dos consumidores passou a se preocupar com os ingredientes contidos
nos alimentos, tanto em ralacdo a suas origens quanto ao destino assumido por estes quando
ingeridos. Decorrente a isso, houve uma crescente percepciao de que a ingestio de alimentos
naturais ou pouco processados, associada a habitos saudaveis, contribui para uma melhor
qualidade de vida e consequentemente menor propensao a doengas metabodlicas como obesidade,
diabetes, dentre outras. Rétulos limpos, ou seja, sem a adi¢ao de aditivos sintéticos passaram a

representar uma das principais tendéncias e desafios da industria de alimentos.
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A tentativa de adequacao ao mercado consumidor atual tem impulsionado pesquisadores
na busca por fontes de aditivos naturais e técnicas de recuperagao emergentes. Pesquisas recentes
tém demostrado o potencial de diversas fontes naturais para extragao ou recuperagao de aditivos,
ainda que repletos de aspectos desafiadores, como a estabilidade e sua interagdo com os
compostos do alimento e no organismo. Antioxidantes, corantes, compostos aromaticos e
agentes de corpo sio as categorias de aditivos mais pesquisadas e novas abordagens acerca destes
aditivos naturais foram revisadas neste capitulo.

Fontes vegetais tém representado a principal matriz para obtencio de compostos
aromaticos naturais (Cuevas-Glory et al., 2020; Giuffrida et al., 2020; He et al., 2020; Jahurul et
al., 2020; Kim et al., 2020; Liu et al., 2020; Mohd Aliet al., 2020), enquanto os pigmentos podem
ser obtidos principalmente de residuos industriais (Lombardelli et al., 2020; Pataro et al., 2020),
algas ou microalgas marinhas (Bocker et al., 2020; Pardilhé et al., 2020), dentre outras (Dini et al.,
2020; Silva et al., 2019). A pesquisa para extracao de antioxidantes naturais tem sido extensiva e
inumeras matrizes tém sido avaliadas. Como para pigmentos e aromas, fontes vegetais (De Biaggi
et al., 2020), subprodutos e residuos industriais (Fidelis et al., 2020; Schneider et al., 2020) sao os
mais estudados. Algas ou microalgas e matrizes vegetais como flores tem sido estudas para a

recuperagao de aditivos naturais que podem ser utilizados como agentes de corpo (Bernaerts et

al,, 2019).

Fontes naturais para obtengio de antioxidantes

A definicdo mais aceitavel de um antioxidante se da por ser "uma substancia que, quando
presente em baixas concentragdes em comparagdo com as de um substrato oxidavel, atrasa
significativamente ou impede a oxidacio do mesmo" (Halliwell, 1990). Esta ¢ uma definigao
universal e é valida para diferentes a¢oes dos antioxidantes, como, por exemplo, a de combate
aos radicais livres no organismo ou ag¢ao antioxidante em alimentos atuando nos processos de
conservacao como um aditivo alimentar.

Todas as substancias antioxidantes seguem um dos sete mecanismos de agao que variam
de acordo com o tipo de oxidante e atuam em: a) sequestro de radicais livres do
meio; b) quelagio de fons metalicos; ¢) inibicdo de enzimas produtoras de radicais livres; d)
ativacdo de enzimas antioxidantes endogenas; e) prevencao de peroxidagao lipidica; f) prevencao
de danos ao DNA; g) prevenc¢ao de modificacao de proteinas e destruicdo de agucar (Carocho et

al., 2018).



Realidades e Perspectivas em Cié€ncia dos Alimentos

Os antioxidantes usados como aditivos alimentares sio empregados com a finalidade de
prolongar a vida util dos alimentos, impedindo a rancificacdo, a perda de cor, desenvolvimento de
odores, perda de textura, entre outros fenémenos que ocorrem em produtos alimenticios. As
reagdes que protegem os alimentos sao as mesmas que protegem as células dos organismos
biolégicos e tém um objetivo especifico, evitar a oxida¢ao, permitindo que os alimentos estejam
em boas condi¢bes por mais tempo (Wu et al., 2019).

Os antioxidantes permitidos pela Anvisa para uso como aditivos alimentares sao:
ascorbatos (E300 - E304), tocoferdis (E306 - E309), galatos (E310 - E312), erytrobatos (E315 —
E3106), butilatos (E319 - E321), lactatos (E270, E325-E327), citratos e tartaratos (E330-E333;
E380), tartaratos (E334 - E337; E353 - E354), fosfatos (E338-E345), malatos (E350 - E352),
adipatos (E355 - E357); acido succinico (E363), acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (385),
extratos de alecrim (E392) (Carocho et al., 2018).

O emprego de antioxidantes sintéticos se tornou muito popular nas industrias alimenticia,
médica, agricola e farmacéutica. No entanto, diversos estudos demonstram a grande toxicidade
de alguns destes compostos. Por este motivo, surge a necessidade cada vez maior de desenvolver
metodologias de extragdo e purificagdo e estabilizacio visando a obten¢do e utilizagdo de
antioxidantes naturais, especialmente de fontes vegetais (Junior et al., 2019; Shahet al., 2014; Wu
et al,, 2019).

A Figura 1 esboga a classificagao dos antioxidantes naturais e os principais subgrupos de

compostos com propriedades antioxidantes.
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Figura 1. Fluxograma das classes dos antioxidantes naturais e os principais subgrupos de compostos com propriedades antioxidantes.
Fonte: Adaptado de Liu (2004), Rojas e Buitrago (2019), Vuolo et al. (2019).




Atualmente a literatura lista diversas fontes naturais emergentes de antioxidantes que
podem ser usadas como aditivos alimentares. Os produtos carneos processados sio exemplos de
alimentos que utilizam uma grande quantidade de aditivos alimentares, ligados principalmente a
conservagdo, sendo a grande maioria sintético, como nitritos e nitratos. Decorrentes a isso,
muitos estudos buscando novas fontes de antioxidantes naturais foram realizados. A Tabela 1
lista algumas fontes de antioxidantes naturais oriundas de frutos exéticos usadas para estes
produtos com antioxidantes. E notavel que as fontes vegetais e os subprodutos vegetais ou
mesmo residuos industriais sio os mais estudados, onde ¢ possivel recuperar produtos com alto

valor agregado em compara¢ao aos que antes seriam descartados.



Tabela 1. Fontes emergentes de antioxidantes naturais usadas para produtos carneos.

Fonte Aplicagao alimentar Referéncia
Aspargos  (Asparagus  Utilizagdo do aginato de calcio extraidos de Nooret al.,
racentosus) aspargos para o desenvolvimento de um (2018)

novo filme comestivel.

Madeira de carvalho

Utilizagao de extratos pressurizados de madeira

Soriano et

de carvalho como conservante natural de rissolis  al. (2018)
de porco em comparacio com o uso de
ascorbato de sédio como conservante sintético.

Extrato de orégano Substituicdo do eritorbato de sédio pelo extrato Fernandes

(Origanum vulgare)

de orégano nas concentragdes de em hamburguer
de cordeiro.

et al. (2017)

Polissacarideos Testar a adicao de polissacarideo extraidos da Hamed et
isolados do casada de pistache em formulagdoes de carne al. (2020)
subproduto casca moida e comparar com a adi¢ao de antioxidante
externa de pistache sintético (hidroxitolueno butilado-BHT).
(Pistacia vera 1..)
Aguas residuais  Comparacao de formulagoes de linguica de porco  Permal et
(AWW) da prensa a adicionadas do p6 da agua residual seco por al. (2020)
frio do abacate. pulverizacao a 160 ° C (AWW) com lotes
acrescidos de eritorbato de sédio (E3106).
Erva Beldroega Testar adicao do extrato da erva (POE) em Fan et al
(Suculenta, Portulaca  amostra de carne de porco, e comparar a uma (2019)
oleracea 1..) formulacio sem conservante e outra com adi¢ao
do antioxidante sintético BHA (hidroxil anisole
butilado).
Extratos de salvia Testar os beneficios da adigdo de extratos de Cegietka et
(Salvia officinalis 1..) salvia, tanto etanodlicos quando aquosos, além de al. (2019)
6leo essencial de salvia em amostra de carne de
frango mecanicamente separadas.
Inflorescéncia da Extrato obtidos de folhas masculinas foi o Rodrigues
banana selecionado para ser usado em formulacdes de et al.
embutidos. (2020a)
Residuos da induastria Investigado efeito da inclusao de subproduto de Natalello et
de Romi roma, como cascas, sementes e membranas, na al. (2020)
dieta de cordeito em relacio a estabilidade
oxidativa da carne.
Extrato de polifenéis Avaliar a atividade antioxidante da EPEz Ii et al
de folhas de eucalipto witro e in vivo e avaliar seu efeito na qualidade da (2020)

(EPE)

carne de frango.




As matrizes vegetais sao fontes em destaque para obtengdao de antioxidantes naturais.
Mesmo nio sendo uma fonte inovadora de fitoquimicos, um trabalho realizado com uvas verdes
se mostrou interessante pois, além de usar um rejeito industrial, 0 método de extragao utilizava o
extrato diluido em agua destilada, centrifugado e eluido por uma membrana de 0,45 um para
separacdao dos antioxidantes. Essa separagao dos compostos resultou em uma fonte satisfatoria
para obten¢ao de polifenéis com boa agdao antioxidante em matrizes alimentares proteicas
(Bucalossi et al., 2020).

Outras matrizes inovadoras e abundante sao as arvores, que podem ser grandes fontes de
antioxidantes. A partir disto, foi extraido e caracterizado o extrato obtido da arvore oriental
Hovenia duleis Thunberg, demonstrando que esta possui altos niveis de catequinas (157,18 * 34,34
mg/100 g peso seco) e outros compostos fendlicos responsaveis pelas propriedades antioxidantes
(De Biaggi et al., 2020). Outra arvore bastante estudada ¢ a Moringa oleifera Lam., conhecida como
arvore da vida, que apresenta uma grande gama de estudos sobre todas as partes que a constitui.
As folhas possuem polifendis (35,19 mg/¢g de folha seca), sendo os antioxidantes pertencentes ao
grupo dos flavondides, como kempferol, rutina e quercetina os compostos antioxidantes mais
abundantes dessa matriz vegetal (Rocchetti et al., 2019).

A alta quantidade de compostos bioativos presentes nos coprodutos de frutas pode ser
utilizada como aditivo alimentar natural, principalmente considerando que os residuos
agroindustriais sao ricos em fitoquimicos. A cereja da cornalina (Cornus mas 1..), muito utilizada
como alimento na Europa, demonstrou ser uma fonte consideravel de vitamina C (48-108
mg/100 g), acido malico (104-375 mg/100 g) e polifendis totais (158-591 mg EAG/100 g)
(Martinovi¢; Cavoski, 2020).

Nos ultimos anos, os chamados frutos exoéticos tém se destacado como fontes
emergentes de moléculas antioxidantes. No Brasil, um exemplo importante é o camu-camu
(Myrciaria dibia -H.B.K.) Mcvaugh) uma fruta economicamente relevante para a regiao amazonica
(Conceigao et al., 2019). Foi verificado que a mesma apresenta alto conteido de acido ascorbico
(1882 £ 43,2 mg/100 g de fruta), ainda mais expressivo do que os apresentados pela acerola e
jabuticaba, conhecidas por serem excelentes fontes de vitamina C (Rodrigues et al., 2020Db).

Ainda para camu-camu, ao investigar a semente deste fruto, que é comumente descartada
pela industria de processamento de polpas, verificou um teor de compostos fendlicos totais de
43,6 g de EAG/100 g de extrato, sendo os flavonédides (vescalagina, castalagina, eepicatequina) a

classe de compostos bioativos predominante (Fidelis et al., 2020).



O polissacarideo extraido do bagagco da fruta guavira (Campomanesia adamantinm),
considerado um residuo agroindustrial, foi testado como agente antioxidante em farinha. A
adicio do bagaco na concentracio de 50 pg/mL promoveu uma eliminacio de 67,4% de radicais
livres em um ensaio de capacidade antioxidante equivalente em trolox (Schneider et al., 2020).
Outra baga exdtica, a jabuticaba da espécie (Plinia trunciflora -O. Berg, Kausel) tém se destacado
como fonte promissora de antocianinas bioativas. O fruto cultivado na Sicilia, Italia, apresentou
um conteudo fendlico total de 1201,05 mg EAG/100 g de fruto, sendo as antocianinas os
compostos majoritarios. O teste de atividade antioxidante celular mostrou que o extrato
hidroalcéolico da casca de jabuticaba, apto para utilizagdo em alimentos, impediu a peroxidagao
lipidica em células HepG2 com maior eficacia do que frutas mais conhecidas como roma, amora,
framboesa e mirtilo (Mannino et al., 2020).

Mais recentemente, as flores comestiveis estio recebendo um interesse renovado como
fontes de moléculas bioativas. Um trabalho bastante interessante demonstrou o poder
antioxidante de diversas flores tipicamente brasileiras, como Awmaranthus hypochondriacus, Tropaeolum
majus, Tropaeolum majus e Spilanthes oleracea 1, detectando em todas as amostras a presenca dos
acidos fenolicos p- carmarico e ferulico, além do flavonoide kaempferol (Barros et al., 2020).

As flores das espécies Hibiscus rosa-sinensis L. e o Hibiscus syriacus L., da familia Malvaceae,
além de muito usados na area ornamental e gastronomica, vém ganhando espago como flores
comestiveis nao convencionais, uma alternativa para alimentagdo natural. Decorrente a isso,
muitos estudos sdo realizados com a intensio de identificar e extrair compostos antioxidantes
dessa flor e, ha o relato de muitos compostos pertencentes ao grupo dos flavondides em

quantidades consideraveis em suas flores (Rengarajan et al., 2020).

Fontes naturais para obtengio de agentes de corpo

Outros aditivos alimentares muito importantes sao os responsaveis pelas caracteristicas de
textura e palato. Os atributos reolégicos sao um dos aspectos de qualidade mais relevantes nos
produtos alimenticios, ndo apenas pela aparéncia fisica (e.g. criando textura desejada ou
impedindo os fendmenos de separagao de fases durante o armazenamento), mas também em
termos de percepcdo sensorial, como a sensagdo na boca de um alimento, durante o seu
consumo.

E notada uma diferenciacio quando empregado o termo agente de corpo, onde quando
usado, pode ser além de associado com mudanga de textura do alimento, também com outras

caracteristicas, como por exemplo os polidis (monossacarideos e dissacarideos hidrogenados),



que sao utilizados também como adogantes por possuirem dulcor bastante varidvel e baixa
caloria, ou mesmo as algas, que em adi¢io proporcionam um enriquecimento de fibras
alimentares para o produto adicionado (Bernaerts et al., 2019).

Os polissacarideos sdao os agentes de corpo mais conhecidos. Um exemplo deste aditivo
sao os amidos, podendo ser usados como agente espessante, ligante, adogante e emulsificante.
No entanto, o uso do amido apresenta limitagdes de estabilidade estrutural sob condi¢oes
extremas de pH e cisalhamento, podendo sob estas condi¢Oes sofrer retrogradacdo. Assim, a
mistura com hidrocoldides, como goma ardbica, goma guar, goma <xantana, goma de
alfarroba, gelatina e pectina ¢ uma das maneiras de manipular as propriedades do amido
(Mahmood et al., 2017).

Uma fonte emergente de agente de corpo sao as microalgas, que além de poderem ser
usada como um texturizante, devido a sua grande quantidade de biopolimeros estruturais, podem
ainda agregar valor nutricional ao alimento, como, por exemplo, vitaminas, minerais, proteinas
com aminodacidos essenciais, acidos graxos poliinsaturados, antioxidantes e fibras alimentares
(Bernaerts et al., 2019).

As cianobactérias, como a spirulina, também conhecidas como algas verde-azuladas sdo
uma das principais tendéncias da industria de alimentos. Com aproximadamente 70% do seu
peso seco composto por proteinas, essa microalga também ¢ uma fonte rica de outros compostos
de alto valor agregado, como clorofilas, carotendides e ficobiliproteinas (Lafarga et al., 2020).
Devido a sua disponibilidade de biopolimeros estruturais, a spirulina é usada como agente de
corpo, além de promover a melhora nutricional dos alimentos em que ela é adicionada (Bernaerts
et al., 2019; Lafarga et al., 2020).

Outra fonte bastante inovadora de biopolimeros estruturais sao as flores. A caléndula
(Calendula officinalis), conhecida como margarida, usada para retirada de 6leo essencial e na
industria de pigmentos naturais, pode ser usada para retirada de polissacarideos com
propriedades viscoelasticas e com alta estabilidade térmica (Slavov et al., 2020)

A celulose bacteriana, considerada um polissacarideo puro que pode ser obtido a partir da
fermentacao do vinagre, possui 6timas propriedades em comparagio a celulose derivada de
plantas, incluindo alta capacidade de retencdo de agua, alta area superficial, propriedades
reolégicas e biocompatibilidade (Lin et al., 2020).

Sendo assim, essa celulose pode ser usada como novas emulsdes Pickering de grau

alimenticio (emulsGes estabilizadas por um agente solido que diminui a tensio superficial,



fazendo com que a emulsdo seja mais estavel), com grande potencial para fornecer substancias
bioativas lipofilicas para industria de alimentos.

Cascas de arvores também podem ser fontes de gomas alimenticias usadas
como estabilizantes, espessantes, emulsificantes ¢ auxiliares de formulacio. Arvores bastante
encontradas  no  cerrado,  como Cochlospermum gossypinm e outras  espécies
de Cochlospermum pertencentes a familia Bixaceae, produzem um polissacarideo natural denominada
kondagogu (KG) que nao apresentam nenhuma toxidade, podendo entao ser usadas como
aditivos alimentares (Puskuti et al., 2017).

Levando em conta a grande producio de residuos ricos em nutrientes (atualmente a
agricultura global produz por ano cinco bilhdes de toneladas métricas de biomassa residual), os
biopolimeros estruturais com perspectivas de aplicabilidade em matrizes alimentares podem ser
obtidos da industria de beneficiamento da fruta banana através, por exemplo, a extracio de
nanopolimeros da inflorescéncia da banana ou mesmo emulsificantes retirados dos rejeitos
oriundos da industria de beneficiamento da azeitona (industria de azeite) (Alzate-Arbeldez et al.,

2019; Bharathiraja et al., 2017; Koliastasi et al., 2020).

Fontes naturais para obtengio de aroma

O aroma pode ser caracterizado como uma percep¢ao quimiossensorial captada por
nossos receptores sensoriais. Os responsavels por estas sensagoes, de dar ou reforcar o aroma,
sao um vasto grupo de substancias ou mistura de substincias organicas com propriedades
aromaticas, das quais podemos citar os alcanos e alcenos de cadeia curta (com ou sem oxigenio,
nitrogénio ou enxofre), alcoois, ésteres, cetonas e acidos organicos. Estas substancias volateis sao
percebidas pelos receptores de odor do sistema olfativo. Dentre estes compostos quimicos, tem-
se grande destaque a classe dos terpenos, que sio metabodlitos secundarios produtos do
metabolismo que estdo distribuidos de forma abundante pela natureza e sao responsaveis por
caracterfsticas odoriferas em plantas, frutas, fungos e animais (Castro-Mufoz, 2019). Vale
ressaltar que estes compostos nao estio associados a propriedades nutricionais dos alimentos,
mas sim, a caracteristicas sensoriais.

Buscando adequagao ao mercado consumidor atual, que tem demostrado um crescente
interesse em produtos naturais, a industria de alimentos teve de buscar meios para atender
rapidamente a esta nova demanda, investindo em novas tecnologias, formula¢ées, bem como na
busca por ingredientes de origem natural como alternativa de substituicdo aos ingredientes

sintéticos, dentre outras estratégias. Isto fez com que, nas ultimas décadas, houvesse uma



escassez significativa de varias fontes naturais, a exemplo da baunilha e horteld pimenta (Dunkel
et al., 2014).

A substituicio de aromatizante sintético pelos naturais na maioria dos casos se tornou um
obstaculo. Houve a necessidade do desenvolvimento de técnicas “verdes” ou “mais ecoldgica”
para biossintese destas moléculas, bem como a descoberta de outras fontes naturais de aromas. E
provavel que a melhor op¢ao para recuperagao destes compostos, a partir de fontes naturais, seja
a extragao e purificagdo e atualmente para tal fim, varias técnicas ja foram propostas. No entanto,
a recuperacao destes compostos nio ¢ uma tarefa facil, visto que devido a sua instabilidade,
durante as etapas de obtencao estes estao propensos a reagoes de hidrélise, oxidacio e
degradacgao térmica (Saifullah et al., 2019).

Buscando fornecer aromas de origem natural para suprir a demanda atual das industrias
de alimentos e cosméticos, pesquisadores trabalham para identificar, extrair e purificar aromas
que possam ser destinados a estes fins. Inimeros trabalhos com objetivo de identificar fontes de
aromas em produtos naturais foram publicados nos ultimos anos e na maioria, sao investigados
frutos exdticos inteiros ou em partes, produtos vegetais diversos, como a pimenta, e residuos
agroindustriais, ervas aromaticas, cogumelos, dentre outros (Tabela 2). No entanto, explorar as
novas fontes, obter e utilizar estes aromas nao se torna uma tarefa facil devido a grande
quantidade e variedade destes compostos quimicos e da maneira individual de como eles sio
percebidos pelos nossos sentidos.

Quando se obtém um extrato, ha uma enorme complexidade quimica nas fragdes volateis
e uma grande diferenga nas concentra¢oes dos compostos. Estima-se que ha aproximadamente
10.000 volateis diferentes em alimentos (Dunkel et al., 2014), no entanto, como saber quais
volateis sdo responsaveis pelas principais caracteristicas de odor daquela determinada matriz?
Podemos pensar que a concentracao ¢ diretamente proporcional as caracteristicas de odor?

Para responder a estas perguntas, pesquisadores comegaram a investigar a contribui¢ao
dos odores individuais para um determinado aroma alimentar e propuseram o conceito de valores
de atividade de odor (OAV) pela primeira vez em 1957. O OAV ¢ definido como a razio entre a
concentra¢ao de um tnico composto e o limiar de odor desse composto. Acredita-se que os
compostos com OAVs maiores contribuam mais para as propriedades gerais de odor de uma
substancia (Sun et al., 2020).

Os fatores extrinsecos e intrinsecos ao cultivo dos produtos também influenciam
diretamente nas caracteristicas de aroma. A exemplo, pesquisadores que pesquisaram a

composicao volatil de quatro ervas aromaticas (endro, salsa, coentro e hortela) colhidas em datas



diferentes, demonstraram que ha uma diferenca na concentra¢ao de compostos volateis quando
colhidas em semanas diferentes e que para cada caso, deve-se conhecer o momento ideal da
colheita para que a maxima concentraciao de volateis possivel possa ser obtida (El-Zaeddi et al.,
2020).

A estabilidade do odor e sabor com um nivel adequado de for¢a também ¢é uma grande
preocupagao dos processadores de alimentos. Isso ocorre por possuir uma forte relagio com a
qualidade e a aceitabilidade das matrizes alimentares. Como ja abordado anteriormente, as
moléculas responsaveis por conferir aroma sao volateis e muito sensiveis a condi¢bes como ar,
calot, luz e umidade. Com o objetivo de reduzir o nivel de degradacdo e preservar a originalidade
do sabor e aroma, ingredientes volateis pré-encapsulados podem ser usados em alimentos e

bebidas e para isso, metodologias de micro e nano encapsulagao sao empregadas.



Tabela 2. Fontes emergentes de possiveis aromatizantes naturais, identificacdo dos compostos e descricao das caracteristicas de odor.

Fonte Principais compostos odoriferos Descrigao das caracteristicas Referéncia
identificados
Pimenta Habanero (Capsicun 8-cadineno, 2-metilpropanoato de 3- Notas doces e frutadas. Cuevas-
chinense Jacq.) var. Mayapan metil-butil e 3,3-dimetilciclo-hexanol. Glory et al
(2020)
Pimenta Habanero (Capsicum 2-metilpropanoato de 3-metilbutil e 2- Pungente intenso devido principalmente ao 3,3- Cuevas-
chinense Jacq.) var. jaguar metilbutanoato  de  2-metilpropil, dimetilciclohexanol. Glory et al
penitanoato de hexil e 8-cadineno. (2020)
Aroeira (Schinus molle 1..) sabineno, 1-hexanol, 6xido trans-linalol Levemente pungente, frescor, amadeirado. Lembra Giuffrida et
(furanoide), terpinen-4-ol, B-eudesmol. uma pimenta preta mais sutil, sem o calor. al. (2020)
Semmnostachya menglaensis Tsui (S. 1-Octen-3-0l,  2-Propionil-1-pirrolina, Aroma que lembra arroz basmati, pao e pipoca. He et al
menglaensis) 2-Acetil-3,4,5,6-tetra-hidropiridina, (2020)

Propionil-3,4,5,6- tetra-hidropiridina, 2-
Propionyl-1,4,5,6- tetra-hidropiridina e

linalol.
Semente de rambutan (Nepbelium acido 3-metilbutandico, Aroma semelhante ao de cacau em pdé. Aroma Jahurul et al.
lappaceun: 1..) dimetilsilanodiol, 2-furanmetanol, presente de caramelo, cozidos, amadeirados, (2020)
furfural, 5-metil-2-furancarboxaldeido, améndoas, nozes e café.
trimetilpirazina e tetrametilpirazina.
Omija (Schisandra chinesis Baillon) 4-terpineol e a-terpineol. Aroma picante e de madeira imida. Kim et al
(2020)
Cinza espinhosa alada (Zanthoxylum  -(+)-linalol, B-mirceno, citronelol, (+)- Notas de especiarias amadeiradas, citricas, doces e Liu et al

armatum DC)

limoneno e geraniol.

florais.

(2020)




Fontes naturais para obtengao de corantes

A cor é um dos atributos mais relevantes na hora de se escolher um alimento. A
coloracio, do ponto de vista sensotial, pode estimular a compra/consumo ou gerar uma redugio
ou aumento da aceitagao deste produto pelo consumidor. Corantes sao substancias capazes de
conferir cor onde forem adicionados. Os alimentos, de maneira geral, possuem suas préprias
substancias corantes que sio responsaveis por atribuir coloragoes caracteristicas. No entanto,
fatores extrinsecos como luz, temperatura, oxigenagiao, dentre outros, podem alterar a
estabilidade destes compostos durante processamento ou armazenamento causando altera¢es na
coloracio (Corréa et al, 2019). Como estratégia a uma melhor aceitagdo sensorial de seus
produtos, a inddstria emprega corantes naturais ou artificiais na formula¢ao de seus produtos.

Embora os pigmentos artificiais apresentem estabilidade superior, um portfélio variado
de cores e sejam comercialmente atrativos, o fato de serem obtidos por sintese quimica e nao
serem encontrados na natureza, seu consumo pode conferir efeitos negativos a saide humana
como déficit de atencao, hiperatividade, irritabilidade, sono perturbado e agressividade em
criangas, alergias e até respostas cancerigenas. Essas caracteristicas, conferem uma nao aceitagao e
reducao de consumo (Albuquerque et al., 2020).

Deste modo, a substituicio dos corantes artificiais por naturais se tornou um grande
desafio para a industria alimenticia. Os pigmentos naturais podem ser obtidos de tecidos vegetais,
células animais, metabolismo microbiano ou fontes minerais. A busca por pigmentos oriundos
destas fontes, a exemplo das antocianinas, carotendides, betalainas, clorofilas, dentre outros,
todas muito abundantes em matrizes vegetais, tiveram um numero expressivo de pesquisas nos
ultimos 5 anos, demonstrando desta forma, o crescente interesse dos pesquisadores e induistria
por novas fontes de pigmentos naturais (Corréa et al., 2019). Observa-se que a maioria dos
estudos se concentram em matrizes vegetais, como frutas, legumes, algas e residuos
agroindustriais. Podemos ver na Tabela 3 algumas das fontes de obtencdo, a forma e os

parametros de obtengdo, bem como os compostos obtidos com a coloragdo caracteristicas.



Tabela 3. Fontes emergentes para extracdo e recuperagao de corantes.

Fontes Extragio/purificagio Compostos e Coloragio Referéncias
Residuos industriais de casca de Pré-tratamento com impulsos elétricos antes de uma Carotendides com cor caracteristica Pataro et al.
tomate extragao solido-liquido utilizando solvestes “verdes”. laranja, amarela e vermelha. (2020)
Tomates maduros nio vendidos Extracao enzimatica. Carotendides com cor caracteristica Lombardelli

laranja, amarela e vermelha.

et al. (2020)

Spirulina (Arthrospira platensis)

A ficocianina de A. platensis foi purificada
(precipitagdao, centrifugacio e diafiltracao) e tratada
termicamente em um processo continuo e escalavel.

Ficociana de coloracao azul natural.

Bocker et al.
(2020)

Alga marinha marrom (Saccorhiza A clorofila a foi encontrada como o pigmento Clorofila com coloracio Pardilhé et
polyschides) predominante na biomassa, com um maximo extraido esverdeada, carotenoides e al. (2020)
com 90% de acetona. Carotendides e fucoxantina fucoxantina com coloracio
também podem ser extraidos com metanol. avermelhada.
Ahipa ou inhame andino Extrato de antocianinas com potencial para Antocianinas com  coloracio Dini et al.
(Pachyrhizus abipa) pigmentacao natural, no entanto, apresentando purpura, lilas ou roxo. (2020)
instabilidade dos pigmentos ao aumento do pH.
Amora (Rubus ulmifolius Schott) Extragdo de antocianinas usando calor com etanol Antocianinas com intensa Silva et al.
acidificado com acido citrico (pH 2,5) com condi¢des vermelho-bordo. (2019)
otimizadas (20 min, 56,87 °C e etanol 46,07%).
Aplicagilo  dos  pigmentos a rosquinhas que
apresentaram colora¢ao rosa/lilis estavel apds o
cozimento.
Arroz integral (Oryza nivara) Extragao por maceragao utilizando metanol acidificado  Antocianinas com coloragao lilas. Anggraeni et
e concentra¢ao do extrato usando temperatura e vacuo. al. 2019)
Cogumelos boletus (Boletus edulis)  Extrato pigmentado obtido por extracio hidroalcdlica Pigmento rosa. Guo et al.
em ultrassom. Pigmento estavel em  baixas (2020)
temperaturas e pH na faixa (3-5), porém instavel a luz.
Casca de limao (Citrus limonum), Extracao e isolamento de carotenoides com melhor Luteina com pigmentagao Al-Ali et al.
cenoura (Daucus carota) e folhas de  resultado para o solvente isopropanol a 60°C por 3h e¢ alaranjada e amarela. (2020)

acelga (Beta vulgaris)

separacio com  éter dietilico: metanol  (2:1),
respectivamente. O pigmento recuperado foi aplicado




na fabricacio de doces.




Dentre os principais corantes naturais, tem-se as antocianinas que, sao flavonoides
encontrados em abundancia em matrizes vegetais. Sua estrutura quimica (diferengas no nimero
de grupos hidroxila e metoxila presentes na estrutura) ¢ um fator de diferenciacio das varias
antocianinas presentes na natureza e interferem diretamente na sua coloragao e estabilidade.
Quanto mais hidroxilada, tende-se a coloragao azul e quanto mais metilada, tende-se a coloragao
vermelha e compostos mais estaveis. Existem mais de 600 tipos de antocianinas presentes na
natureza, sendo as mais comuns cianidina, pelargonidina, peonidina, delfinidina, petunidina e
malvidina. A estabilidade das antocianinas obtidas de fontes naturais ¢ muito importante ¢ um
fator limitante para sua utilizacdo na inddstria de alimentos. A forma mais estavel das
antocianinas ¢ em baixos valores de pH (1-2) com coloracao vermelha. Conforme ha elevacao do
pH do meio, a estabilidade ¢ alterada e sua coloracao muda (incolor 4-5, azul 6-6,5, amarelo
palido 7-9 e azul escura supetior a 9). As antocianinas geralmente sao estaveis a presenca de luz,
oxigénio e a altas temperaturas, no entanto, quando superior a 100 °C podem ocasionar sua
degradagdo e limitar sua aplicacio a alimentos que necessitem de tratamento térmico com
temperaturas elevadas (Albuquerque et al., 2020; Conceicao et al., 2019).As betalainas que, sao
pigmentos compostos por uma estrutura nuclear nitrogenada, formada a partir de acido
betalamico. Atualmente, mais de 75 betalainas ja foram descritas em tecidos vegetais. Sao soluveis
em agua, o que facilita sua aplicagio na indudstria de alimentos. Sao divididas em betacianina
(responsaveis pela coloragdo vermelho-violeta) e betaxantina (responsaveis pela coloragiao
amarela). Betalainas podem ser facilmente encontradas em beterraba, diversos frutos de cactos,
pitaya, dentre outros. Em relacdo a sua estabilidade, sdo estaveis a uma faixa de pH 3-7, sendo as
betaxantinas mais estaveis em pH neutro e as betacianinas em pH acido. Abaixo desta faixa, ha
instabilidade e alteracio da cor para azul-violeta, ja acima, a mudanga ocorre para marrom-
amarelado. Também sao instaveis a luz, oxigenagdo e presenca metais e temperatura, por isso,
indica-se adiciona-las aos alimentos apds o tratamento térmico (Albuquerque et al., 2020; Corréa
et al., 2019). Os Carotenoides que, sdo pigmentos lipossoluveis que nos vegetais, sio responsaveis
por conferir coloracio amarela, laranja ou vermelha. Mais de 1000 carotendides ja foram
descritos, mas apenas 40-50 tipos sio consumidos na dieta humana e os principais encontrados
nos alimentos sao: B-caroteno, o-caroteno, B-criptoxantina, licopeno, luteina e zeaxantina e
dentre algumas fontes, podemos citar: tomate, buriti, pitanga, tucum, pimenta, abébora, uva,
residuos de manga e péssego, dentre outros. Quando comparados com outras classes de
pigmentos, os carotenoides possuem maior estabilidade ao pH e suas altera¢oes, no entanto, sio

altamente susceptiveis a alteracbes de cor devido a oxidag¢ao na presenga de luz, oxigénio e



temperatura, limitando por este motivo, sua aplicagdo em alimentos (Albuquerque et al., 2020;
Corréa et al.,, 2019).As clorofilas, pigmento mais abundante do reino vegetal. Sao encontradas em
cinco classes, diferenciando-se em suas estruturas quimicas, e nomeadas de clorofila A-E, sendo a
(azul esverdeada) e b (verde amarelada) as mais comuns em vegetais e frutas e geralmente sao
encontradas juntas na propor¢ao 3:1. A principal fonte de obtencdo sio as folhas, no entanto,
também ocorrem em frutos antes do processo de maturacao.As algas também estdo sendo
exploradas como fonte. O pH acido e a alta temperatura sao fatores cruciais para a estabilidade
das clorofilas, podendo ocorrer alteracdo da cor verde para o marrom (Albuquerque et al., 2020;
Correéa et al., 2019).

Até o momento, muitas pesquisas publicadas relacionam a obten¢ao de corantes naturais
de alimentos. O processo comumente utilizado para obter corantes naturais consiste em varias
etapas basicas: extracdo, filtragdo, concentragdo e secagem. Para extracdao, as formas mais
utilizadas costumam empregar altas temperaturas e solventes téxicos, no entanto, técnicas
empregando ultrassom, pré-tratamentos solventes biosolventes estao sendo investigadas (Tabela
3). Para secagem, podemos citar duas técnicas importantes: atomizagao (spray-drying) e liofilizacao
(freeze-drying).

Geralmente, a secagem por atomizagao tem o inconveniente de utilizar altas temperaturas,
o que no caso de alguns tipos de pigmentos descritos anteriormente pode ser indesejavel.
Também, a utilizagdo de alguns aditivos para estabilizagdo no processo de secagem. Ja a
liofilizagdo, é atrativa por produzir produtos de boa qualidade, inclusive sem a adi¢do de
estabilizadores de cor. No entanto, limitages estao associadas a essa técnica, incluindo os longos
tempos de secagem e os altos custos operacionais.

Por esta razao, uma atengdo crescente esta sendo dedicada a técnica de secagem por
congelamento por spray (spray-freeze-drying). Algumas tentativas foram feitas para usar essa técnica
em materiais biologicos (e.g. proteina de soro de leite, albumina de ovo, café) e podem ser

consideradas corantes naturais (Rozylo, 2020).

COMPOSTOS BIOATIVOS E A SUPLEMENTACAO EM ALIMENTOS

Nas dltimas décadas, ficou claro que os alimentos nio sao apenas ligados a uma fonte de
energia e nutricio e isso resultou no aumento consideravel da classe dos consumidores que
buscam alimentos funcionais suplementados com compostos biologicamente ativos capazes de

auxiliar na melhora imunolégica do corpo humano. Além disso, o papel dos alimentos excede a



muitas outras fung¢oes que contribuem para a saide e o bem-estar, como por exemplo, efeitos
antioxidantes, anti-inflamatérios e anticarcinogénicos. Esses compostos fitoterapicos sao
diferentes dos nutrientes, pois nao sao essenciais a estrutura dos alimentos e, atualmente, nao
existem valores de ingestao diaria recomendados (Chugh; Kamal-Eldin, 2020; Ghosh et al., 2019).

A incorporag¢ao direta de compostos bioativos e nutracéuticos em produtos alimenticios
deve ser muito bem estudada, ja que, embora seja possivel importar a ideia de acdo desses
compostos bioativos através das ciéncias farmacéuticas para a ciéncia dos alimentos, a questiao da
interacdo desse composto com a matriz alimentar ¢ bastante singular para cada alimento
(Mohammadian et al., 2020). Desta forma, adicionar um determinado composto ou extrato que
tenha relato cientifico de determinada atividade biolégica nao necessariamente fara com o a
ingestao do alimento proporcione tal beneficio.

Para isso, os estudos relacionam desde a sua solubilidade, estabilidade dos compostos
ativos durante a vida de prateleira do alimento, liberacao sob digestao simulada, que depende de
sua presenca livte ou conjugada nas matrizes alimentares e, finalmente biodisponibilidade e
bioeficacia # vivo, em animais e/ou diretamente em humanos, para evitar estudos com animais
sempre que possivel. Por fim, mas nio menos importante, deve-se dar atengao as mudangas
sensoriais relacionados a qualidade desse produto suplementado, como efeitos negativos na cor,
textura, sabor e aparéncia (Bento-Silva et al.,, 2020; Mohammadian et al., 2020; Nowak et al.,
2019).

Ainda, deve se considerar que as biomoléculas, antes da extracdo, estao dispersas em um
meio complexo, podendo se comportar de forma sinérgica e, em muitos casos, estabilizadas pela
propria mistura de elementos presentes em seu ambiente natural. No entanto, apds a sua extragao
e isolamento, sua atividade fisiologica pode ser afetada, reduzida ou até mesmo completamente
inativada. Para evitar isto, novas tecnologias podem ser propostas para reduzir ou até impedir a
perda da funcionalidade desses compostos. Algumas técnicas, como a nanotecnologia podem ser
usadas de forma promissora a fim de tornar os compostos bioativos mais estaveis, resolvendo

suas restri¢oes e aumentando sua aplicacao industrial (Giaconia et al., 2020).

Efeitos biolégicos

O conhecimento sobre o uso potencial de alimentos ou suplementos alimentares para o
manejo das principais doengas é util. Muitos candidatos a aditivos alimentares obtidos de fontes
naturais e que possuem fungoes relacionadas as caracteristicas sensoriais, como 0s corantes,

aromatizantes e agentes de corpo, podem desempenhar outras fun¢des importantes que os



configure como agentes nutracéuticos. Pesquisas, ao extrair e¢/ou putificar estes compostos,
estudam também a sua biatividade 7 vitro e in vivo. A Tabela 4 demonstra os produtos naturais, a
sua possivel funcao e a atividade biologica encontrada.

Os compostos aromaticos, moléculas responsaveis pelo aroma de inumeras substancias,
também apresentam propriedades terapéuticas. Componentes pungentes nas plantas ativam as
membranas mucosas do trato respiratorio aumentando a secre¢ao e ajudam a combater
microrganismos, bem como remover agentes indesejaveis. Muitos aromas também podem se
comportar como expectorantes, descongestionantes, antitussicos, antimicrobianos e bons para
doengas respiratorias. Compostos com mentol (em horteld) e timol (encontrado em tomilho) sao
poderosos antimicrobianos, anti-inflamatérios e antioxidantes (Lim; Mohamed, 2016; Van
Vuuren; de Rapper, 2020).

Além disso, a aromaterapia vem ganhando destaque no cenario dos aromas e 6leos
essenciais. Trata-se de uma técnica natural que consiste na inalacao de 6leos essenciais para causar
o efeito terapéutico desejado. A técnica utiliza aromas e seus compostos liberados por 6leos
essenciais para tratamento de alguns sintomas como ansiedade, depressao, insonia, dentre outros,
bem como, promogao de bem-estar e fortalecimento do sistema autoimune (Van Vuuren; de
Rapper, 2020).

Os pigmentos de origem natural, além de suas propriedades corantes, também estao
relacionados a beneficios terapcuticos. A exemplo, as antocianinas ganharam destaque por
estarem relacionadas ao controle do diabetes, prevencao de doengas cardiovasculares e prevencao
e tratamento de distirbios neurolégicos. Além disto, sabe-se que os carotenoides tém capacidade
antioxidante e como precursores da vitamina A (Albuquerque et al., 2020).

Ainda, existem inumeras evidéncias experimentais que descrevem o papel protetor dos
acidos fenodlicos em doengas degenerativas e cardiovasculares, cancer, diabetes, inflamacao,
dentre outras. No entanto, a intensidade das atividades biolégicas mostradas depende
principalmente de sua biodisponibilidade, responsavel pela propor¢ao de sua absorcio, digestao e
metabolismo apds a entrada no sistema de circulagiao. O acido galico é o acido hidroxibenzéico
mais estudado para absor¢ao e metabolismo e confirma sua grande capacidade de absorgio

(Kumar; Goel, 2019).



Tabela 4. Fontes naturais, compostos individuais ou majoritarios e seus beneficios fisiolégicos reportados.

Fontes Compostos Efeito biolégico Referéncia
Louro (Laurus nobilis 1.), corniso pagode Cianidina 3-O- Anti-obesidade, anti-inflamatérias, antioxidantes e Albuquerque
(Cornus  alternifolia  1..), amoreira  (Morus glucosideo, a principal antitumorais. et al. (2020)

atropurpurea Roxb.), jucara (Euterpe edulis M.) e
Haskap berries (Lonicera caerulea 1..)

antocianina em varias
frutas

Pitaya (Hylocereus polyrhizus), Opuntia engelmannii Fonte de  betalainas Reducdo da peroxidagao lipidica e a oxidagao de

Salm-Dyck  ex  Engelm, — Stenocerens  stellatus  (com maior proteinas e atividade anti-inflamatéria

vermelho  (Pfeiffer) Riccobono, Stnocerens componente a

pruinosus Laranja  (Otto) Buxb., Stenocerens  indicaxantina)

pruinosus vermelho (Otto) Buxb.

Pitanga (Eugenia uniflora 1..), Manga (Mangifera Licopeno Prevencao do cancer de prostata, mas também mostrou

indica 1..), Mangostao (Garcinia mangostana 1..), efeitos promissores em outras linhas de células

Mamao Papaya (Papaya Carica 1.), Tomate tumorais, doencas cardiovasculares e outros disturbios

(Solanum lycopersicunms 1) causados por estresse oxidativo.

Laranja (Citrus nobilis Lour), Pimenta (Capsiwcum  B-caroteno Potencial para reduzir doencas cardiovasculares e exibir

annunm 1. cv  Orlando), Jaca (Artocarpus efeitos anticancer.

heterophyllus 1am.), Salak (Salacca edulis), Buriti

(Mauritia flexnosa 1..), Uva (1itis vinifera 1..)

Pistache (Pistacia vera 1..), casca de limdo (Citrus  Carotenoides como Propriedades benéficas para problemas de visao, Al-Ali et al

limonum), cenoura (Daucus carota), Folhas de luteina e zeaxantina prevenindo a degeneragao macular relacionada a idade (2020;

acelga (Befa vulgaris) Flores amarela e laranja de (DMRI) e as cataratas. Albuquerque

calendula (Tagetes erecta 1..) et al. (2020,
Kurniawan et
al. (2019)

Frutos e folhas do género Citrus (limao,
toranja, lima, tangerina, dentre outras).

Limoneno

Efeitos anti-inflamatorios, antioxidantes,
antinociceptivos,  anticancer, antidiabéticos, anti-
hiperalgésicos, antivirais e gastroprotetores, entre outros
efeitos benéficos para a saude.

Vieira et al
(2018)

Citrus, eucalipto alecrim

(Eucabjptus  dives),

D-limoneno, pineno e

Auxiliam na limpeza do o muco descongestivo dos

Lim;



(Rosmarinus officinalis) e Pinheiro (Pinus sylvestris)  eucaliptol pulmdes de pacientes com doenca pulmonar obstrutiva Mohamed,
cronica. (20106)

Funcho (Foeniculum vulgare), Curcuma (Curcuma Quercetina Atividade  antioxidante, antiviral, antimicrobiana, El-Saber et al.

domestica  valeton), Sandalo (Santalum  dlbum), antiprotozoaria, anticancer, hepatoprotetoras e anti- (2020)

Cuscuta  reflexa, Withania — somnifera, Emiblica hipertensivas e apresenta papel importante no

officinalis, manga (Mangifera indica), cenoura tratamento da doenga de Alzheimer.

(Daucus ~ carota)) ~ Melaozinho — (Momordica

charantia), Manjericao (Ocimum sanctum), Psoralea

corylifolia, Swertia chirayita, erva moura (Solanum

nigrum), Alcaguz (Glyeyrrhiza glabra), Morua alba,

Cha-verde (Camellia sinensis)

Algas verdes Polissacarideos de Imunomodulagio, antibacterias, anti-hiperlipidemia, Zhong et al
Enteromorpha (EPPs) anti-tumoral, anti-cancer, anti-viral, propriedades (2020)

anticoagulantes e regulam a microbiota intestinal.




METODOLOGIAS EMERGENTES PARA OBTENCAO E ESTABLIDADE DE
ADITIVOS ALIMENTARES NATURAIS

Uma consideragao bastante pertinente relacionada a extrac¢ao de aditivos esta na inovagao,
nio s6 com as fontes emergentes, mas quanto as metodologias de execucio dessa etapa. E sabido
que muitos dos compostos investigados apresentam certa instabilidade térmica e rapida
degradagdo quando expostos em demasia a luz, além de possuifrem uma ampla variedade de
grupos quimicos constituintes (Sharma et al., 2019).

Decorrente a essa preocupagao, surgiram as metodologias de extragao chamadas de nao
convencionais, como ultrassom, ultraturrax, e micro-ondas que basicamente se diferenciam das
convencionais, como maceracao e agitagao, por se preocuparem com o tempo de exposi¢ao ou a
nao exposi¢ao da amostra durante o processo a variaveis que influenciam na desestabiliza¢ao, por
controlarem minunciosamente o tempo do processo de extragao, além do emprego de solventes
que podem produzir extratos aptos a serem utilizados em alimentos, sem toxidade.

Em relacio ao emprego de solventes organicos nas extragoes, houve uma crescente
preocupagao em substitui-los por solventes considerados ‘verdes’, ou seja, com menor ou
nenhuma toxicidade comprovada, nio agressividade ao meio ambiente, dentre outros fatores. Os
mais comuns sao a agua, fluidos supercriticos, liquidos i6nicos (LIs) e também solventes eutéticos
profundos (SEP) (Shabani et al., 2020).

Os mais inovadores, como os Lls, surgem como uma alternativa limpa, para quase todos
os solventes, podendo ser empregados na sua forma puros ou em conjunto com outro solvente.
Basicamente os liquidos i6nicos sio compostos de um cation de amonio e fosfonio que tem a
capacidade de formar pares i6nicos ou complexos com os fons metalicos em matriz aquosa,
obtendo alta eficiéncia e propriedades fisico-quimicas unicas, como pressio de vapor desprezivel,
alta estabilidade térmica e nao inflamabilidade (Guleria et al., 2020).

Ja os solventes SEP, tem a capacidade de dissolver compostos organicos, possuem custo
reduzido além de baixa toxicidade. Esse solvente baseia-se na mistura de um ou mais pares que
englobam um aceitador e um doador de ligagio de hidrogénio que, em propor¢des molares
apropriados, geram fortes interagdes intermoleculares. Essa mistura proporciona propriedades
fisicas favoraveis que se semelham as dos liquidos i6nicos, como baixo ponto de fusio, baixa
volatilidade, alta viscosidade, alta tensao superficial e alta estabilidade térmica (Jiang et al., 2019;
Lawal et al., 2019; Shabani et al., 2020).

Em relacdo a metodologias para obten¢ao de compostos, uma das técnicas modernas em

alta esta relacionada a extragdo pressurizada usando agua quente com adi¢io de didxido de



carbono supercritico (H:O+CO, -SFE). Com essa técnica se resolvem os problemas relacionados
a temperatura empregada, que sio moderadas, e o tnico solvente usado, o diéxido de carbono, é
totalmente separado apds a descompressao, ao final da extragao (Rodrigues et al., 2020c). Esta
técnica, e também a metodologia de extrag¢ao por ultrassom e micro-ondas, representam uma
grande parte das pesquisas atuais relacionadas a obtenc¢ao de antioxidantes e pigmentos.

Para obtencao e purificagdo de aromas, cita-se a utilizacio de métodos como extra¢io
liquido-liquido/solido-liquido, absot¢ao, adsorcao, destilacio, evapora¢io e pervaporagio. Todas
estas técnicas precisam da disponibilidade dos compostos em sistemas aquosos ou em solventes
para que seja possivel o processo de separacao. A pervaporagao tem chamado atengao por ser um
método de membrana que utiliza barreira seletiva utilizando ou nio temperatura, com capacidade
de separacido de solutos especificos como compostos aromaticos. Até entdo, mais de 70
compostos especificos (incluindo ésteres, cetonas, aldeidos, alcoois, hidrocarbonetos) ja foram
separados e, assim, recuperados seletivamente de diferentes fontes usando a metodologia (Castro-
Muifoz, 2019).

Quanto a estabilidade dos aditivos alimentares naturais, sejam na forma de compostos
isolados ou extratos, frequentemente durante a extracao ou imediatamente apos ela, muitos
compostos comegam a se degradar. Essa degradacao pode ser causada por exposi¢io a altas
temperaturas, enzimas, produtos quimicos ou mesmo a passagem do tempo (Seibert et al., 2019).

Ainda, os aditivos naturais tém sua eficacia alterada por processos industriais como
pasteurizagao, esterilizacdo, branqueamento, evaporagdo, extrusio, secagem, torrefacio,
cozimento, fritura, micro-ondas, aplicacdo de luz infravermelha e armazenamento (mesmo
quando congelados). Entretanto, estas perdas podem ser minimizadas pelo uso de embalagens
adequadas, como vacuo com gases inertes eliminadores de oxigénio (Gheonea et al., 2021).

Também neste sentido, a estratégia do encapsulamento em suas varias formas provou ser
uma solu¢do, embora com resultados limitados e dificeis de implementar em uma ampla
variedade de géneros alimenticios. A micro e nano encapsulagao, que sio técnicas empregadas,
tem como principio a criagio de uma membrana externa aos compostos de interesse com o
intuito de protege-los. A diferenca entre as técnicas baseia-se no tamanho da particula formada
(1-1000 nm para nanoencapsulagao e 1-1000 um para microencapsulagao).

Estes processos sao eficazes visto que apds encapsulados, os produtos finais podem ser
um pod, uma pasta ou um liquido. Isso facilita a utilizagao pela industria de alimentos por serem
estaveis, faceis de pesar, transportar e armazenar. Ainda, as capsulas preservam os compostos

durante o processamento e armazenamento também ajudam a reter o sabor até o consumo



(Saifullah et al,, 2019). Bioencapsulagao, microencapsulagio e nanoencapsulagio foram todos
usados e parecem promissores em termos do que ¢ esperado do ponto de vista da conservagao de
alimentos (Carocho et al., 2018).

Outras solugbes, como alteracdes de pH, reducao de 4gua, embalagens opacas, entre
outras, estao sendo utilizadas para diminuir o impacto sobre os aditivos, tornando-os necessarios

em menor quantidade para realizar os mesmos efeitos (Sharma et al., 2019).

OS DESAFIOS PARA UTILIZACAO DE NOVOS ADITIVOS DE ORIGEM
NATURAL

Estudos de toxicidade

Como mencionado anteriormente, os aditivos alimentares sao uma classe importante de
ingredientes adicionados intencionalmente no processamento de alimentos, com a finalidade de
conferir propriedades tecnoldgicas ao produto final (Carocho et al, 2018). Os estudos de
toxicidade sao fundamentais e necessarios para garantir a seguran¢a de um novo aditivo. Além
disso, através destes estudos ¢é possivel estabelecer o nivel maximo de aditivo que pode ser
adicionado a diferentes produtos para garantir sua seguranca ao consumidor (Jansen et al., 2020).

A toxicologia desempenha papel importante na utilizacdo dos novos ingredientes de
origem natural, visto que a informacio toxicolégica é o ponto central que determina o risco
associado a substancia quimica em questio. Consequentemente, a liberacio destes compostos é
realizada mediante a realiza¢ao de estudos toxicologicos (Jansen et al., 2020).

Um estudo de toxicidade contempla o cumprimento de diretrizes e protocolos especificos
estabelecidos por agéncias reguladoras nacionais e internacionais. E um processo minucioso,
longo e complexo, que integra uma sequéncia de experimentos em laboratério. O Joint Expert
Committee on Food Additives JECFA), administrado pela Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO) e World Health Organization (WHO) é um grupo internacional responsavel por
avaliar a seguranca dos aditivos alimentares.

A Comissio do Codex Alimentarius, também é um o6rgio conjunto da FAO/WHO,
responsavel por definir os niveis maximos de uso dos aditivos alimentares, baseados na ingestao
diaria aceitavel (IDA), que é a quantidade de uma substancia ingerida diariamente por um
individuo que nio induz risco consideravel (Oga et al, 2014). A IDA é uma estimativa de

responsabilidade do JECFA, que se aplica a nivel mundial.



Os experimentos em laboratério constituem uma etapa fundamental do estudo
toxicoldgico, seno baseados em testes 2 vitro e in vivo. A selegao do método adequado depende da
natureza da substancia a ser testada. Outro ponto relevante ¢ a selecao da dose a ser administrada
nos testes. Estudos prévios sobre a substancia em questio devem ser levados em consideragao,
bem como a exposi¢ao humana prevista, sua frequéncia e duracio (WHO, 2009). Nenhum teste
isolado pode fornecer uma prova completa da seguranca dos novos aditivos, portanto, é
recomendada a combinacdo de testes para garantir a seguranca desses produtos (Olusegun;
Olajire, 2015).

Dentre as organizagdes internacionais, a Organisation for Economic Co-operation and
Development (OECD) ¢ reconhecida por fornecer guias para a condugao de estudos toxicoldgicos
(WHO, 2009).

No caso de substancias alimentares, como os aditivos de origem natural, a grande maioria
dos experimentos realizados é 7z wio, isto é, utilizando animais como roedores (ratos e
camundongos) ou nao-roedores (caes). A substancia a ser testada deve ser adicionada a dieta dos
animais, atendendo aos requisitos nutricionais das espécies utilizadas no estudo. Geralmente a
substancia ¢ administrada aos animais experimentais em trés niveis de doses e o grupo controle:
a) alta, com a intenc¢ao de produzir toxicidade; b) baixa, onde ndo se observa toxicidade; c)
Intermediaria, a fim de identificar os efeitos toxicos minimos; d) controle, que nao recebe
nenhuma dose da substancia testada (WHO, 2009).

A seguir serdo apresentados os principais testes toxicolégicos realizados para um novo
aditivo alimentar.

Genotoxicidade: O teste de toxicidade genética avalia os efeitos toxicos no material genético
da célula, sendo capaz de detectar destruicdo cromossomica e mutagoes genéticas ocasionadas
pela substancia investigada, podendo acarretar doengas hereditarias e cancer (Kumar et al., 2019;
WHO, 2009). Sao conhecidos mais de 100 métodos de testes zz vitro e in vivo com o objetivo de
identificar todos os aspectos da toxicidade genética. Em geral, os testes sio divididos em dois
grupos: testes de toxicidade genética e testes de mutagenicidade. Os testes de toxicidade genética
avaliam os tipos de danos ao DNA e suas respostas celulares. Os testes de adulto de DNA,
sintese ndo programada de DNA e ensaio cometa sio realizados 7 vitro e in vivo (WHO, 2009). Os
testes de mutagenicidade determinam os danos genéticos e cromossomicos. Dentre os testes para
a mutagao génica destacam-se o ensaio microbiano 7z vitro de mutagao direta a resisténcia a um
antimetabolito especifico utilizando as bactérias Salmonella typhinmurium e Escherichia coli (OECD,

19972). Também sao realizados testes iz vitro de aberracio cromossomica e micronucleo com



células de mamiferos e linfécitos humanos (OECD, 2010; OECD, 2016a). Finalmente, siao
avaliados os testes zz vivo, por meio do ensaio de aberragdo cromossomica da medula 6ssea de
mamiferos, ensaio do micronicleo de eritrécitos de mamiferos e ensaio letal dominante para
roedores (OECD, 2015; OECD, 2016b).

Toxicidade na reproducio: E utilizado para determinar o efeito da substincia estudada no
sistema reprodutivo feminino e masculino, a capacidade reprodutiva da prole e o efeito
cumulativo na reproducio das geracies. F recomendada a realizacio do estudo reprodutivo por
no minimo duas geracGes. Os testes sao realizados # vive, com roedores (Kumar et al., 2019).

Farmacocinética e metabolismo: Sao parametros muito importantes, realizados com animais,
roedores ou nao-roedores. O protocolo do teste inclui amostragem de plasma, soro, urina, fezes,
que fornecem dados sobre absor¢io, distribuicao, metabolismo e excrecao da substancia avaliada
(FDA, 2007a).

Toxicidade de doses repetidas: Sao realizados testes zz vivo com roedores ou nao-roedores, a
curto prazo (Short term), entre 14 e 28 dias (OECD, 2008), ou a longo prazo (Long tferm), entre 90
dias e 1 ano (OECD, 1998), com o objetivo de determinar o perfil toxicologico da substancia de
estudo ap6s a administracao repetida. Apds o periodo de administracao da substancia investigada,
sao efetuados exames oftalmolégicos, hematologicos, microscopicos, histopatologicos e de urina,
além de ensaios de neurotoxicidade e imunotoxicidade (FDA, 20032). A partir desses dados é
possivel determinar o nivel de auséncia de efeito adverso observado, do inglés, no observed adverse
effect level INOAEL). Além disso, esses resultados sdo utilizados como base para testes posteriores
de toxicidade subcronica e cronica.

Toxicidade subcronica e cronica: Os testes sao semelhantes aos realizados na toxicidade de
doses repetidas. A substancia investigada é administrada de acordo com os testes conduzidos a
curto e longo prazo, em doses graduais aos grupos de animais experimentais. Sdo identificados os
efeitos toxicos, os oOrgiaos alvo e a relacio entre dose-resposta, bem como sio obtidas
informagbes sobre os efeitos nas funcles fisiologicas, hematoldgicas, patologicas e
histopatologicas, buscando a elucida¢ao do modo de agao da substancia estudada (OECD, 2018a;
2018b).

Neurotoxicidade: O estudo de neurotoxicidade avalia todo e qualquer efeito adverso na
estrutura ou funcao do sistema nervoso central e/ou periférico apds a exposicao da substincia
investigada (OECD, 1997b). O teste pode ser agudo, subcronico ou cronico e consiste em
administrar aos animais experimentais trés diferentes doses da substancia, além do controle.

Durante a realizagao do estudo, os animais sao avaliados diariamente por meio de pesagem, testes



bioquimicos, oftalmolégicos, hematolégicos e histopatologicos. Ao final do estudo ¢é realizada a
neurohistopatologia detalhada, avaliando os efeitos neurocomportamentais e neuropatologicos,
em termos de incidéncia e gravidade, além de qualquer outro efeito adverso observado (WHO,
2009).

Imunotoxicidade: Nesse ensaio siao investigados os efeitos do novo aditivo ao sistema
imunolégico, que incluem imunossupressao, imunoestimulagao, hipersensibilidade e
autoimunidade (FDA, 2003b). A imunotoxicidade ¢ um estudo complexo, uma vez que envolve
uma série de eventos celulares. Sendo assim, exige uma interpretacao cuidadosa dos resultados
(WHO, 2009). Os experimentos sao conduzidos com animais de laboratério, identificando
agentes imunomoduladores supressores pelas seguintes avaliagcGes: histopatologia de 6rgaos
linfoides; fenotipagem linfocitaria, verificando a celularidade dos tecidos linfoides e hematologia
do sangue periférico; respostas imunes, determinando a fun¢ao das células imunes; e resisténcia a
doencas ou ao hospedeiro (WHO, 2009).

Carcinogenicidade: Por meio de testes laboratoriais iz vive, sao identificados os riscos
associados ao cancer, definindo as propriedades carcinogénicas da substancia testada, o tempo de
aparecimento dos sintomas e os 6rgaos acometidos (OECD, 2018¢). Os experimentos costumam
ser realizados durante toda a vida dos animais, comumente roedores, de ambos os sexos, em
torno de 2 anos. No estudo de carcinogenicidade é recomendada a exposi¢ao #n-utero, para avaliar
o efeito da substancia no tutero e no feto (FDA, 2007b).

Estudos com seres humanos: Apés o cumprimento dos protocolos laboratoriais i vitro e in
vivo, e os resultados obtidos demonstrarem que a nova substancia estudada seja segura, a préxima
etapa ¢ a realizacao de estudos com seres humanos. Os testes sdao realizados em todas as faixas
etarias, desde criangas até idosos, de ambos os sexos e incluem exames bioquimicos, fun¢ao de
6rgiaos, reagoes enzimaticas e ensaios de absor¢do, metabolismo e excre¢ao do novo aditivo
alimentar. Além disso, sao realizados estudos clinicos a longo prazo, com o intuito de identificar

seus efeitos adversos (FDA, 1993).

Aprovagao pelos 6rgaos regulamentadores

Anteriormente foi relatado a importancia do estudo de toxicidade, os principais testes que
sao realizados para garantir a seguran¢a de uma nova substancia, e assim alcangar sucesso na
aprovagao e liberagdo do uso de novos aditivos alimentares. Sabe-se que é um processo longo e

lento. Em geral, os experimentos demoram em torno de 14 a 28 dias nos ensaios em curto prazo,



90 dias nos subcronicos, 1 ano nos cronicos e até 2 anos no estudo de carcinogenicidade (WHO,
2009).

A partir dos resultados obtidos nos estudos de toxicidade, sio conhecidos os efeitos
nocivos e adversos da substancia avaliada, sdo estabelecidos os niveis de NOAEL e menor dose
na qual sdo observados efeitos adversos, do inglés, lowest observable adverse effect level LOAEL), e
finalmente sao definidos os parametros de IDA e dose de referéncia (RfD), que é o valor
estimado de uma exposi¢ao diaria a uma substancia segura afim de nio induzir efeitos adversos a
saude humana (Oga et al., 2014). Esta definicao ¢ responsabilidade dos 6rgaos regulamentadores,
que aprovam os novos aditivos, liberam e fiscalizam seu uso. Além disso, esses 0rgaos sao
responsaveis por proport limite de uso para o aditivo alimentar.

A EFSA e a FDA sao importantes 6rgaos governamentais que mundialmente legislam e
supervisionam a aprovagao e a regulamentacio de novos aditivos alimentares. A EFSA ¢é uma
agéncia independente da Unido Europeia que divulga pareceres cientificos sobre os riscos
associados aos alimentos, contribuindo com a legislagdo e as politicas dos paises europeus
(EFSA, 2020). E a FDA fornece diretrizes gerais para estudos toxicolégicos, e ¢ responsavel por
regular, controlar e supervisionar diversas categorias de produtos, incluindo alimentos e bebidas
(FDA, 2020).

No Brasil, a ANVISA ¢ responsavel por controlar e fiscalizar os aditivos alimentares. A
ANVISA estabelece normas dos aditivos alimentares permitidos, para as diferentes categorias de
alimentos, bem como determina os limites maximos. Hssas definicdes sao apoiadas em
regulamentag¢oes de orgios internacionais, como Codex Alimentarius, JECFA, FDA e EFSA

(ANVISA, 2020).

CONCLUSAO
Como observado nas dltimas décadas, os habitos relacionados ao consumo alimentar vém
sofrendo grandes mudangas por parte dos consumidores. Cada vez mais a conscientizagio do
consumo de alimentos industrializados e sem adi¢dao de insumos naturais vem perdendo mercado.
Como essas novas perspectivas apresentadas, é possivel concluir que a substitui¢ao dos
aditivos sintéticos relacionados a estruturacao dos alimentos é bastante possivel, ja que fontes de

aditivos podem ser encontradas em abundancia na natureza.

Deve ser evidenciado ainda, que as leis de regulamentagdo e liberagao desses aditivos

devem estar sempre em constante atualizagio para que assim os consumidores estejam seguros.
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Abstract

This work investigated the effect of the solvent composition and solid/solvent ratio
on the extraction of antioxidants from Moringa oleifera Lam leaves using experimen-
tal design and compared the efficiency between the ultrasound- (UAE) and ultra-
homogenizer (HAE)-assisted extractions. The phytochemical composition of the
optimized extracts was investigated by ultra-high-performance liquid chromatogra-
phy coupled with a high-resolution mass spectrometer (UHPLC-QTOF-MS/MS). The
experimental results adequately fitted to quadratic models as indicated by the coef-
ficient of determination (0.71-0.97), low standard errors of estimate, and lack of fit
>0.05. The optimum conditions of extraction for both methods were identified as
4:200 solid:solvent (m/v) and a 1:1 water:ethanol (v/v) ratio. Thirty compounds were
identified by UHPLC-QTOF-MS/MS, among which quercetin, rutin, kaempferol, al-
kaloids, and lignins. Both techniques studied were efficient in extracting antioxidants
from Moringa leaves. The HAE equipment has a longer extraction time but is more
accessible than the UAE equipment.

Novelty Impact Statement: UAE and HAE parameters were optimized for the recov-
ery of antioxidants from Moringa leaves. HAE and UAE allowed obtaining extracts
rich in antioxidant compounds. Impacts of solvent composition and solid/solvent
ratio were assessed using RSM, and the optimal conditions found were: 4g of sample
for 200 ml of solvent with 1:1 water:ethanol ratio. Quercetin, rutin, kaempferol, al-
kaloids, and lignins were detected in Moringa extracts using UHPLC-QTOF-MS/MS.

et al., 2021; Santos et al., 2021). To obtain the antioxidants from plant

matrices, the optimization of the extraction processes is an important

As the demand for healthier foods increases, the use of synthetic
antioxidants in the food industry has been the subject of questions
regarding food safety due to toxicity issues. Several researches are fo-
cused on the search for natural compounds that exhibit this functional
property and many plant matrices were studied as potential sources
of antioxidants (Canadas et al., 2021; Fombang et al., 2020; Kumar

challenge, including the choice of the extraction methodology (con-
ventional and unconventional methods), the time and temperature of
the process, sample/solvent ratio, the mixture of solvents, the solvent
toxicity, and the preservation of the bioactive compounds during the
process (Chen et al., 2018; Gorglic et al., 2020; Nishad et al., 2019).

A wide range of solid-liquid extraction approaches has been used
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for the extraction of bioactive phytochemicals from vegetal matri-
ces. Conventional methods comprehend percolation, maceration,
and Soxhlet extraction, among others. These traditional approaches
are commonly time-consuming and demand a substantial amount of
solvents (Heleno et al., 2016). Emerging methods, like ultrasound-
assisted extraction (UAE), ultra-homogenizer-assisted extraction
(HAE), microwave-assisted extraction (MAE), pressurized solvent ex-
traction (PSE), and supercritical fluid extraction, are rapid and effective
approaches that have been applied in the last couple of decades with
the intent of extracting more efficiently a large variety of compounds
(Belwal et al., 2018).

Moringa oleifera Lam (Moringa), universally referred to as “the
tree of life” and “the miracle tree,” is a valuable multitasking crop
grown worldwide (Gupta et al., 2018; Lin et al., 2018). Its flowers,
leaves, pods, and seeds are palatable and extraordinarily rich in nutri-
ents and bioactive phytochemicals (Liu et al., 2018; Ma et al., 2019).
Moringa has been used for years in water treatment and agricul-
ture, as water flocculant, biofuel, and fertilizer; likewise in livestock,
as fodder, feed ingredient, and antibiotic (Brilhante et al., 2017;
Raman et al., 2018). Moringa extracts were also applied for the in-
novation of functional food products and food packing, providing
bioactive features or replacing synthetic additives in formulations
(Looi et al., 2019; Oyeyinka & Oyeyinka, 2018; Saucedo-Pompa
et al., 2018; Topuz & Uyar, 2020). In the past decade, several au-
thors investigated the chemical composition of the Moringa tree, all
the plant parts contain vitamins, carotenoids, polyphenols, pheno-
lic acids (e.g., gallic, ellagic, chlorogenic, and ferulic acid), flavonoids
(mostly quercetin, vanillin, and kaempferol), glucosinolates, alka-
loids, in addition to isothiocyanates, tannins, saponins, and oxalates
(Falowo et al., 2018; Gopalakrishnan et al., 2016; Ma et al., 2019).
Furthermore, researches focusing on these metabolites have evi-
denced their biological properties as an antioxidant (Liu et al., 2018),
anti-inflammatory (Lin et al., 2018), antidiabetic (Muhammad
et al., 2016), antiproliferative (Tiloke et al., 2018), and antimicrobial
(Gupta et al., 2018). Nevertheless, like in all plant matrices, the pro-
file and amount of phytochemicals in Moringa greatly differ accord-
ing to genetic and environmental conditions, harvest and processing,
and extraction conditions (Gdmez-Martinez et al., 2020).

To optimize an extraction, where multiple parameters should
be considered (e.g., temperature, time, solvent/sample ratio, and
matrix composition), the use of chemometric tools can lead to the
identification of the ideal conditions for a multi-objective analysis
that takes into account all variables of interest, thus minimizing the
number of experiments (Pereira et al., 2018; Vieira et al., 2017). In
this sense, a rotatable central composite design (RCCD) is useful to
simultaneously analyze the relationship of independent variables
that are relevant to the process concerning dependent variables or
responses (Santos et al., 2018). Including the optimization of emerg-
ing extraction methods for the recovery of bioactive compounds
from Moringa leaves (Rocchetti et al., 2019, 2020; Vazquez-Ledn
et al.,, 2019). However, to our best knowledge, an optimization study
focused on the influence of the sample/solvent ratio and the mixture

of solvents using experimental design has never been performed.

PEREIRA ET AL.

Furthermore, research employing only GRAS (Generally Recognized
as Safe) solvents is still lacking.

Considering the above, we aimed to optimize the extraction
process of bioactive compounds from Moringa leaves, evaluating
the efficiency of ultrasound- (UAE) and ultra-homogenizer (HAE)-
assisted extractions. To achieve this, the impacts of solvent com-
position and solid/solvent ratio were assessed using an RCCD. The
responses optimized were extraction yield, total phenolic content
(TPC), total flavonoid content, and antioxidant capacity. Afterward,
the extracts obtained from Moringa leaves were analyzed using
UHPLC-ESI-QTOF-MS.

2 | MATERIALS AND METHODS
2.1 | Reagents

DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate), Trolox (6-hydro
xy-2,5,7,8-tetramethylkroman-2-carboxyl acid), ABTS (2,2'-azin
0-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid), AAPH (2,2"-azobis
(2-amidinopropane) dihydrochloride), TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s
-triazine), potassium persulfate, potassium phosphate buffer, gallic

acid, and HPLC grade quercetin were purchased from Sigma-Aldrich.

2.2 | Experimental design and optimization

An RCCD design was used to assess the effects of solvent compo-
sition (water/ethanol) and the solid/solvent ratio in the extraction
of bioactive compounds applying HAE and UAE. The experimental
matrix is displayed in Table 1 and the center point was performed
in triplicate to measure the experimental error (pure error). To the
experimental data, quadratic models (Equation 1) were adjusted to
the dependent variables yield, TPC, total flavonoid content (TFC),
and antioxidant capacity, assessed by DPPH and ABTS.

y = b + byXy + by X2 + byXy + byp X3 + bypXi X, 1)

In Equation (1), y represents the dependent variable, b, is the in-
tersection, b, and b, are the linear coefficients, b,; and b,, are the
quadratic coefficients, b, , is the binary interaction coefficient, X, rep-
resents solid/solvent ratio, and X, water/ethanol ratio. The significance
of the individual effects was assessed by ANOVA (95%) to adjust the
experimental models for all evaluated responses. Then, the overall fit
of the model containing the significant coefficients was evaluated by
the coefficient of determination (R?), the adjusted coefficient of deter-
mination (Radj2), and ANOVA (95% with the decomposition of the resid-
ual sum of squares in pure error and lack of fit) (Santos et al., 2018). The
adjusted models were used to obtain response surfaces and choose
the best conditions to optimize the extraction. All statistical analyzes
were performed using the software TIBCO Statistica™ (version 13;
TIBCO Software Inc., 2017, http://statistica.io).
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2.3 | Plant material

Fresh leaves of Moringa were provided by “Toka do Taka,” a farm
located in the city of Maringa, Northwest of the Parana State, Brazil
(23° 24’ 52" S and 51° 55’ 10" W). Intact leaves were dried in an
air circulation oven at 35°C, crushed, and sieved (300 mm/um sieve)
to standardize the granulometry. Afterward, the obtained leaf flour
was dissolved in the solvent or mixture of solvents, according to the

experimental design (Table 1).

2.4 | Extraction procedures

The Homogenizer-Assisted Extraction (HAE) was conducted using an
Ultra-Turrax (IKA-T25, Staufen) dispersing device at 12,000 rpm for
10 min. The Ultrasound-Assisted Extraction (UAE) was carried out in
an ultrasonicator with 120 W and 20 kHz (Fisher Scientific) for 5 min
using the pulse mode, 30s on and 10s off. For both UAE and HAE,
the sample was maintained at 30°C employing an ultra-thermostatic
bath (Quimis - Q214 M, Diadema, SP, Brazil). The extracts were cen-
trifuged (Centrifuge NT 825, New Technique, Piracicaba, Brazil) at
4,000 rpm (1,430 g) and 4°C for 15 min (Viell et al., 2020). Then,
extracts were vacuum filtered repeatedly with filter paper (Quanty,
8 um porosity, Adria laboratories- Londrina-PR) and vacuum pump
(model 121- Prismatec), until the obtainment of translucent perme-
ates. Subsequently, the extracts were kept in an air circulation oven
for 36 hr for ethanol evaporation. Finally, the material was lyophi-
lized (model L101-Liobras) for 5 days and all extracts were stored at

-20°C until further analyses.

2.5 | Extraction yield

The yield was calculated based on the mass of the sample used in the
extraction (Table 1) and the mass of the dry extract was obtained.

The results were expressed as a percentage.

2.6 | Total phenolic content

TPC values were estimated by the Folin-Ciocalteu method with
modifications (Singleton & Rossi, 1965). Briefly, 0.0081 g of the ex-
tract was diluted in 5 ml of water. Then, this solution was added to
2,370 pl of distilled water and 150 pl of the Folin-Ciocalteu reagent.
After 5 min in a dark place, the mixture was neutralized with 450
ul of a 15% Na,CO, solution and homogenized with the help of a
vortex (VTX-2500-Biomixer). Two hours later, the absorbance was
measured at 765 nm (USB4000-UV-VIS-ES spectrophotometer,
Ocean Optics, Largo, FL, EUA). Gallic acid was used to construct the
calibration curve (y = 0.0012x - 0.0026; R? = 0.9991) and the results
were expressed in mg of gallic acid (GAE) per 100g of the sample
(dry basis).

PEREIRA ET AL.

2.7 | Total flavonoid content

TFC values were assessed according to the protocol previously de-
scribed by Alothman et al. (Alothman et al., 2009). For each extract,
0.0081 g was diluted in 5 ml of water, and to this solution, 1,000 ul
of distilled water and 75 pl of 5% NaNO, were added. After 5 min,
150 ul of 10% AICI, e 6H,0 were added. After 6 min, 500 ul of NaOH
(1 mol/L) and 600 pl of distilled water were added, followed by the
determination of absorbance at 510 nm (USB4000-UV-VIS-ES spec-
trophotometer, Ocean Optics). Quercetin was used to construct the
calibration curve (y = 0.0007x + 0.0398; R? = 0.9935) and the re-
sults were expressed in mg of quercetin equivalents (QE) per 100g
of sample (dry basis).

2.8 | Determination of in vitro antioxidant capacity

The DPPH radical scavenging capacity was estimated based on the
protocol of Brand-Williams et al., (1995), with some modifications.
For the assay, 0.0126 g of each dry extract was added to 5 ml of
water, and these solutions were added to 3,900 ul of methanolic solu-
tion of DPPH radical at 60 pmoI.L'l. Simultaneously, negative control
with 100 ul of extracting solution and 3,900 pl of DPPH was pre-
pared. The mixtures were stored away from light for 30 min and the
absorbance was determined at 517 nm using a spectrophotometer
(USB4000-UV-VIS-ES, Ocean Optics). Results were compared with
the Trolox calibration curve (y = -0.0005x + 0.5663; R? = 0.9956)
and expressed in umol Trolox per 100 g of sample (dry basis).

The ABTS was assessed according to the method proposed by
Thaipong et al., (2006). First, a working solution was prepared by
stirring two stock solutions (A and B), consisting of 7.4 mmol/L ABTS
(A) and 2.6 mmol/L of potassium persulfate (B), in equal amounts.
After reacting for 12 hr at room temperature in the dark, the solution
was diluted by mixing 1 ml of ABTS solution with 60 ml of methanol
to obtain an absorbance of 1.1 at 734 nm. For the assay, 0.0025 g
of each dry extract was diluted in 5 ml of water, and this solution
was mixed with 2,850 ul of ABTS solution. Afterward, the mixture
was kept in the dark for 2 hr and then the absorbance of the sam-
ples was determined at 734 nm. Likewise, a negative control was
prepared with 150 pl of extracting solution and 2,850 pl of ABTS
solution. Results were compared with the Trolox calibration curve
(y =-0.0011x + 0.9493; R? = 0.9932) and expressed in umol Trolox
per 100 g of the sample (dry basis).

2.9 | Identification of bioactive compounds by
UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS analysis

The extracts were resuspended in 500 plL of water/acetonitrile and
then analyzed by UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS. The UHPLC analysis
(Shimadzu, Nexera X2, Japao) was performed using an Acquity UPLC
HSS T3 C18 column (Waters, USA, 1.7 um, 2.1 x 100 mm) at a flow
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rate of 0.250 ml.min. The elution gradient of solvents A (H,O with
0.1% formic acid, v/v) and B (acetonitrile with 0.1% formic acid, v/v)
was executed as follows: 5% B 0-1 min, 70% B 1-10 min, 98% B 12-
20 min, and maintained at 5% B 20-25 min at 40°C, the final 5 min
being used to reconstitute the column for the next analysis (Luiza
etal., 2019).

High-resolution mass spectrometry (HRMS) was performed on a
Q-TOF Geometry Impact Il (Bruker Daltonics Corporation, Germany)
equipped with an electrospray ionization source (ESI). The instrument
was calibrated using a sodium formate solution (10 mmol.L; isopro-
panol: water; 1:1; v/v) containing 50 pl of concentrated formic acid.
The ionization source was operated in positive ionization mode and
set to 4,500 V, with a potential end of the plate of -500 V. The drying
gas parameters were adjusted to 8 L.min™ at 180°C with a nebulizing
gas pressure of 4 bar. The data were obtained in the range of m/z 50
to 1,300 with an acquisition rate of 5 Hz. The five most intense ions
were selected for automatic fragmentation (AutoMS/ MS). Data were
acquired using HyStar Application software version 3.2 and OTOF
Control (Bruker Daltonics Corporation, Germany) (Silva et al., 2020).

3 | RESULTS AND DISCUSSION
3.1 | Extraction yield
The extraction yield values varied between 13.68% + 0.50 (UT8) and

31.47% + 1.87 (UT5) for HAE, and between 12.41% + 0.76 (US4) and
31.91% + 1.98 (US5) for UAE (Table 1). The models were statistically

TABLE 2 Statistically significant
regression coefficients (p < .05) of the

azifst - wiLey-22*

significant (p < .05) for both extraction methods, with the quadratic
model showing an adjusted coefficient of determination (Razdj) of
0.9303 for HAE (Table 2), 0.9602 for the UAE (Table 3), and both
models did not have lack of fit (p > .05). Furthermore, for UAE and
HAE, the effect of the binary interaction between the solid/solvent
ratio and water/ethanol ratio was not statistically significant (p > .05
for t test of the regression coefficient), so these coefficients were
removed from the models.

The yield observed for both extraction methods can be ex-
plained by its capabilities in facilitating the interaction of the solvent
with the particles of the solid matrix. The low extraction tempera-
ture and the reduced operating time also minimize the losses due to
the degradation of compounds. It is important to highlight that the
extraction yield for UAE was slightly superior, but the higher cost of
the equipment is a drawback when compared with HAE (Vongsak
et al., 2013).

The negative values for b, (Tables 2 and 3) and the response
surfaces (Figures 1 and 2) indicate that the increase in the solid/
solvent ratio decrease the yield. The experiments UT1, UT2, UT5,
US1, US2, and US5 result in extracts with higher yields. This phe-
nomenon occurs when the solvent reaches an equilibrium with the
sample and it is not possible to extract more bioactive components
(Santos et al., 2018). The negative values for b, (linear effect for
water/ethanol ratio) in HAE (Table 2) and in UAE (Table 3) evidence
that pure solvents decrease the extraction performance. The fact
that the quadratic coefficient b,, was higher than b,, for both equip-
ment, confirms that the solvent mixture water/ethanol (1:1) allowed
the highest extraction yields (UT5 and US5).

Antioxidant capacity (umol
Trolox 100 g7%)

models adjusted for yield, TPC, and DPPH TPC' (g
for the HAE extraction equipment Model coefficients Yield (%) GAE.100g™%) DPPH
b, 25.40 2.29 5,531.83
b, -4.09 -0.31 -1,009.53
byy - - -
b, -2.35 -0.05 606.60
by, -3.53 -0.55 -1,725.29
b1, - - -
The overall quality of the fit
R% 0.9535 0.7071 0.9081
R, 0.9303 0.5606 0.8621
p° 2.16x107* 4.85x1072 1.64x1073
p (FA) 0.2788 0.9152 0.7780
SEP® 1.42 0.42 684.50

2 Coefficient of determination.

b Adjusted coefficient of determination.

¢ p-value for regression.

4 Lack of fit.

€ Standard error of prediction.

f Total phenolic content.
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TABLE 3 Statistically significant regression coefficients (p < .05) of the adjusted models for extraction yield, TPC, TFC, DPPH, and ABTS

for the UAE extraction equipment

Model parameters Yield (%) TPCf (g GAE.100 g7%)

b, 25.96 2.35

by -5.24 -0.43

byy - -

b, -3.13 -0.04

by, -4.31 -0.54

b1, - -

The overall quality of the fit
R% 0.9721 0.8906
R, 0.9602 0.8437
p° 8.34x107° 9.66 x10™*
p (FA)? 0.4075 0.0581
SEP® 1.30 0.24

@ Coefficient of determination.

b Adjusted coefficient of determination.
¢ p-value for regression.

4 Lack of fit.

€ Standard error of prediction.

f Total phenolic content.

3.2 | Total phenolic content

TPCvaluesranged from 1.06 + 0.07 (UT8) to 2.75 + 0.09 gGAE/100 g
Moringa (UT5) for HAE and from 1.06 + 0.04 (US4) t0 2.66 +0.10 g
GAE/100 g Moringa (US5) for UAE. Such slightly higher efficiency
of the HAE approach was observed because the equipment applies
a high shear rate in a few seconds that allows the rupture of plant
cell structures, promoting the release of metabolites like phenolic
compounds (Santos et al., 2018).

The regression models were statistically significant coefficients
(p < .05) for both extraction equipment, as shown in Tables 2 (HAE)
and 3 (UAE). The model obtained for HAE, despite being significant
(p = 4.85 x 1072) and presenting no lack of fit (p A= 0.9152), did not
present a good predictive capacity as the adjusted R? was far from
1 (Rgdj = 0.5606). Moreover, the UAE model had no lack of fit and an
Rgdj value of 0.8437, thus a good predictive capacity.

For HAE and UAE, the recovery of TPC was dependent on the
solid/solvent ratio and the solvent mixture used. When high values
of solid/solvent ratio were used and when pure solvents were ap-
plied, areduction in the extraction efficiency was observed. Likewise
the yield, TPC values were higher for the mixture of water and eth-
anol solvents 1:1 (quadratic coefficient b,, is greater than linear
coefficient b,) and also for the extractions with lower sample mass
(negative b,), as shown in Table 2 and Figure 1 for HAE and Table 3
and Figure 2 for UAE. These results are in agreement with previous
works (Alves et al., 2016; Desta et al., 2016; Xie et al., 2018), rein-
forcing that solvents with intermediate polarities, such as the water-

ethanol mixture 1:1, are more suitable for the extraction of phenolic

Antioxidant capacity (umol Trolox 100 g™%)

TFCE (g QE.100g7Y) DPPH ABTS
1.91 5,666.69 17,249.77
-0.43 -865.77 -2,635.25
-0.04 194.76 -1,302
-0.63 -2,371.02 -5707.13
0.9224 0.8213 0.8292
0.8891 0.7446 0.7560
2.94x107* 5.22x107° 4.47 x1073
0.4510 0.5438 0.9905
0.22 1,129.82 2,821.27

compounds from plant matrices. According to Dent et al., (2013),
ethanol hydroalcoholic mixtures are the most suitable solvent sys-
tems for the extraction of polyphenols due to the different polarities
of the bioactive constituents and their acceptability as a food-grade
solvent.

TPC values similar to those observed for UAE (Table 1) were
reported by Rodriguez-Pérez et al., (2015), which found 2.4 g
GAE/100 g of Moringa leaves in their first extraction. Rocchetti
et al., (2019) verified that the water-ethanol mixture (1:1) was more
efficient than the methanol and water-methanol mixture (1:1) in ex-
tracting polyphenols from Moringa leaves via UAE and HAE, with
TPC values of 1.448 g/100 g of dry leaf and 1.875 g/100g dry leaf,
respectively. When the water-methanol solution (1:1) was used in
the extraction via an ultrasonic bath, the results were less expressive
(0.097 g GAE.100 g™ dry leaf) (Rocchetti et al., 2019).

3.3 | Total flavonoid content

The TFC values for HAE ranged from 0.86 + 0.12 (UT8) to
2.52 + 0.06 (UT9) g of QE/100g of Moringa leaf; however, it was not
possible to obtain a valid model, since the quadratic mathematical
model was not statistically significant. Moreover, for UAE the flavo-
noid contents ranged from 0.58 + 0.10 (US7) to 2.33 + 0.04 (US5) g
of QE/100g of Moringa leaf; the model was statistically significant
and there was no lack of fit, with an Rgdj of 0.8891.

Superior TFC values were obtained for the extraction with the

HAE equipment when comparing with UAE. For both extraction
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FIGURE 1 Response surfaces (contour plots) for extraction yield (a), TPC (b), and DPPH (c) as a function of water/ethanol proportions

and solid/solvent ratio for HAE extraction

approaches, no proportional increase in the TFC values was ob-
served when the sample mass was increased. This can be con-
firmed by the values displayed in Table 1 for HAE (this equipment
did not present a significant model) and by the negative value of
b, for the UAE (Table 3). TFC yields were improved when a mix-
ture of solvents 1:1 ethanol-water was applied to both types of
equipment. This is evidenced by the TFC values of UT extracts in
Table 1 for the HAE equipment and the quadratic coefficient (b,,)
is greater than the linear one (b,) for UAE (Table 3). Furthermore,
experiments 7 to 11 (Table 1), which were conducted with the same
mass of the sample, confirms this fact. Assays 9 to 11 (a mixture
of solvents) allowed higher TFC values than the single-solvent ex-
periments (7 to 8). These results agree with several authors (Alves
et al., 2016; Meneses et al., 2013; Viell et al., 2020), which have
demonstrated that the extraction of antioxidant molecules is im-
proved when used a mixture of solvents. Braham et al., (2019)
found lower TFC values (0.472g QE.100 g* dry leaf) for extractions
via mechanical agitation using the same solid/solvent and water/
ethanol ratio of UT5 and US5. Such comparison reinforce the supe-
riority of the emerging extraction methods in relation to the tradi-

tional techniques.

3.4 | Invitro antioxidant assays

Two classic chemical methods were employed to assess the antioxi-
dant potential of the Moringa extracts. The application of more than
one method for evaluating the antioxidant capacity of plant matrices
is essential, because phytocomponents act by different mechanisms,
each possessing its specific target within the reaction matrix (Corréa
et al., 2017; Garcia et al., 2019). The antioxidant capacity values esti-
mated by the DPPH method varied between 1,587.32 + 40.83 (UT3)
and 7,051.55 + 245.73 umol of Trolox/100 g of Moringa leaf (UT5) for
HAE and between 1,813.49 + 12.26 (US7) and 6,999.35 + 28.27 umol
of Trolox/100 g of Moringa leaf (US9) for UAE.

For both types of equipment were obtained statistically sig-
nificant quadratic models with no lack of fit (Tables 2 and 3). The
negative coefficients for solid/solvent ratio (b,) indicated that the
increase in the Moringa leaf mass in the extraction did not improve
the antioxidant activity values assessed via DPPH assay. The qua-
dratic coefficients for water/ethanol ratio (b,,) were higher than the
linear coefficients (bz) for HAE and UAE. Confirming that the 1:1 sol-
vent mixture had a higher efficiency in extracting compounds with

antioxidant potential. However, it is important to highlight that the
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FIGURE 2 Response surfaces for extraction yield (a), TPC (b), TFC (c), DPPH (d), and ABTS (e) as a function of water/ethanol proportions

and solid/solvent ratio for UAE extraction

DPPH antioxidant activity values produced positive values for the
linear coefficients of the water/ethanol ratio, which indicates that
the increase in ethanol increased the antioxidant capacity. This fact
could be associated with the DPPH method which estimates the

antioxidant action of fat-soluble compounds that have an affinity

for organic solvents such as ethanol (Sucupira et al., 2014). Braham
et al, (2019) reported a lower DPPH antioxidant capacity value
(56 umol Trolox 100 g! of Moringa dry leaf) when investigating the
extraction with a 1:1 ethanol-water solution using maceration with

magnetic stirring.
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Regarding the ABTS assay results, it was not possible to obtain a sta-
tistically significant quadratic model to described data from the HAE.
The antioxidant capacity values for HAE ranged from 9,116.15 + 312.65
(UT8) to 15,751.57 + 324.59 (UT10) umol of Trolox/100 g Moringa leaf.
For UAE ranged from 4,357.68 + 275.18 (US8) to 19,163.82 + 493.61
(US5) umol of Trolox/100 g Moringa leaf (Table 1). Although UAE pre-
sented an Rﬁdj of 0.7560 (Table 3), the model was statistically signifi-
cant and showed no lack of fit. The regression model for ABTS showed
an inverse relationship between the amount of Moringa leaf and the
concentration of antioxidants. Again, the optimized extraction occurs
when the concentration of solvents was applied in an equal propor-
tion to water/ethanol. Vazquez-Ledn et al., (2019) found ABTS activity
values between 9,828.0 and 11,674.0 mg TE/100g db, when investi-
gating Moringa leaf extracts obtained via counter-current multistage

extraction with a mixture of ethanol/water 80:20 (w/w).

3.5 | Identification of bioactive compounds via
UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS analysis

In vitro methods should be employed only as preliminary research,

and mandatorily proceeded by high-resolution chromatographic

T
12.5

Time [min]

(b)

FIGURE 3 Overlap of base peak chromatograms (BPC) analysis of extracts obtained by HAE (a) and UAE (b). The visual inspection of
chromatograms shows peak populations of similarity, in the 1-7.5 min retention time, region where the compounds of interest were detected

approaches to find the phytochemical profile (Granato et al., 2018).
The extracts UT1, UT2, UT5, UT10, and US1, US2, US5 were the
ones that displayed the best results regarding the extraction yield
and antioxidant activity. For this reason, they were selected for the
phytochemical characterization via UHPLC-ESI(+)-Q-TOF-MS/MS.

The analysis of mass spectrum (MS) chromatograms showed
great similarity between the bioactive compound profiles of all as-
sessed extracts (Supplementary Material, Figure 3, and Table 4). The
identification was achieved by the interpretation of MS and frag-
mentation spectra (MS/MS) in comparison with public library spec-
tra, such as GNPS (Wang et al., 2016), KEGG (Ogata et al., 1999),
CHEBI (Degtyarenko et al., 2007), and PubChem (Kim et al., 2016).
All identified compounds were confirmed by the MS/MS spec-
tra and by calculating the mass error that presented a range of 0.1
to 6.0 ppm (Table 4). Up to 30 components were detected in the
Moringa extracts, corresponding to, polyphenol, alkaloid, and lignin
compounds.

Compounds 1, 2, 3, 4, and 5, with [M + H] + m/z 149.0593,
[M + H] + m/z 165.0541, [M + H] + m/z 193.0337, [M + H] + m/z
369.1166 and [M + H] + m/z 355.1008, were tentatively identified
as cinnamic acid, coumaric acid, citric acid, 3-O-feruloylquinic acid,

and chlorogenic acid, respectively (Table 4). Gallic and chlorogenic
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TABLE 4 Bioactive compounds identified by UHPLC-ESI (+)-MS/MS in selected extracts
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21
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23

24

25

26

27

28

29

30

Putative identification of
compounds

Cinnamic acid

Coumaric acid

Citric acid

3-O-Feruloylquinic acid
Chlorogenic acid
Trigonelline
Phenylalanine

Tryptophan

Luteolin
Kampeferol
Quercetin
Isorhamnetin

Vitexin

Quercitrin
Isoquercitrin
Isorhamnetin 3-O-glucoside

Quercetin
3-(2"-acetylrhamnoside)

Quercetin-3-0-glucose-6"-
acetate

Kaempferol 3-(2"0.4"-
diacetylrhamnoside)

Luteolin
7-0-(6"-malonylglucoside)

Quercetin
3-0-malonylglucoside

Isorhamnetin
3-(6"-malonylglucoside)

Apigenin 7-glucuronide-4'-
rhamnoside

Saponarin

6-Hydroxyluteolin 7-[4"-(3-
hydroxy-3-methylglutaryl)
glucoside]

Rutin

Luteolin 3'-methyl ether
7-glucuronide-4'-rhamnoside

Quercetin 3-O-sophoroside

Quercetin 3-(6"-
malonylglucoside)-7-
glucoside

Isolariciresinol
9'-0-b-D-glucoside

?Protonated molecular mass.

Molecular
Formula

CoHgO,

CyHgO4
CeHgOy

C17H200¢
Ci6H150¢
C,H,NO,
CoHyNO,
C13H1,N,0,

C15H1006
ClSHlooé
c15H1007
C16H12O7
c21H20010

C21H20011
C21H20012
C22H22012
C23H22012

Cp3H2,015
Cps5H2,01,
@

H,,0

24" 2214

C24HZZOIS
C25H24015
C27H28015

27" 3015

C27HZ8016

C27H30()16

c28H30016

C27H30C)17

30" '32°20

27" 3411

Institute of
Food Science
+Technology

[M + HI
measured?

149.0593

165.0541
193.0337

369.1166
355.1008
138.0548
166.0856
205.0964

287.0551
287.0547
303.0497
317.0656
433.1121

449.1066
465.1017
4791177
491.1166

507.1119

517.1332

535.1073

551.1015

565.1159

593.1479

595.1637

609.1431

611.1570

623.1579

627.1518

713.1531

523.2172
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[M + H]
theoretical

149.0597

165.0546
193.0343

369.1180
355.1024
138.0549
166.0863
205.0972

287.0550
287.0550
303.0499
317.0656
433.1129

449.1078
465.1027
479.1184
491.1184

507.1133

517.1341

535.1082

551.1031

565.1188

593.1501

595.1657

609.1450

611.1607

623.1607

627.1556

713.1560

523.2174

Fragments (MS/MS)

89.0594 (100) 103.0539 (51.4)
149.0590 (24.9)

120.0805 (100)

139.0023 (100) 129.0178 (67.6)
111.0075 (48.0)

177.0542 (100)
163.0382 (100)
138.0548 (100)
120.0805 (100)

146.0594 (100) 188.0702 (65.6)
144.0880 (21.5)

287.0551 (100) 226.0533 (28.9)
287.0547 (100)
303.0497 (100)
317.0356 (100) 138.0915 (30.2)

313.0701 (100) 283.0597 (49.2)
337.0699 (41.7)

287.0548 (100)
303.0496 (100)
317.0654 (100)
287.0545 (100)

303.0497 (100) 187.0599 (15.9)

387.0550 (100) 213.0759 (32.7)

287.0551 (100)

303.0495 (100) 127.0392 (15.3)

317.0649 (100) 127.0388 (16.0)

287.0548 (100) 127.0391 (22.3)
145.0477 (16.9)

313.0698 (100) 415.1010 (96.1)
367.0805 (53.6) 379.0803 (31.0)

303.0494 (100) 127.0338 (17.9)
145.0497 (15.1)

303.0494 (100) 127.0338 (17.9)
145.0497 (15.1)

317.0648 (100) 127.0393 (20.7)
145.0496 (15.1)

303.0486 (100) 465.0995 (16.5)
304.0518 (15.6)

465.1001 (100) 303.0492 (90.1)
127.0385 (19.8)

219.1014 (100)

Error mass
(ppm)

2.7

=3.2
-3.0

-3.8
-4.4
-0.7
-39
-3.7

0.3
-1.0
-0.8
0.1
-1.8

-2.8
2.2
-1.5
-3.7

=iL.7/

-3.0

=5l

-3.7

-3.4

-3.1

-6.0

-4.4

-6.0

-0.4
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acids are reported to be the predominant phenolic acids in Moringa
leaves (Rocchetti et al., 2020). Phenolic acids are secondary aro-
matic metabolites of plants, accounting for roughly one-third of the
total phenolic compounds of plant matrices (Xiao & Kai, 2012; Yuan
etal.,, 2019). They display great antioxidant, antimutagenic, and anti-
inflammatory actions in vitro and in vivo, in addition to immunolog-
ical protection against various human cancers (Heleno et al., 2015).
Furthermore, this key class of dietary polyphenols was proven to
shield against the development and evolution in pathological condi-
tions that arise from oxidative stress. Hence, a diet rich in phenolic
acids has been associated with a reduction in the incidence of car-
diovascular and neurodegenerative diseases (Yuan et al., 2019).

Compound 6 ([M + H] + m/z 138.0548) was tentatively identi-
fied as trigonelline, a strongly polar hydrophilic alkaloid found in sev-
eral legume seeds that are reported to have promising anti-diabetic
properties. Trigonelline works by improving the insulin signaling
pathway and the activities of enzymes linked to glucose metabo-
lism, besides mitigating oxidative stress in type 2 diabetes (Amaro
etal., 2014; Farag et al., 2015).

Phenolic compounds 9-29 were tentatively identified in the ex-
tracts using previous works (Coppin et al., 2013; Luiza et al., 2019;
Rocchetti et al., 2019; Rodriguez-Pérez et al., 2015). The major
flavonoids reported in Moringa leaves are myricetin, quercetin,
and kaempferol derivatives (Coppin et al., 2013; Rodriguez-Pérez
et al., 2015). Quercetin (11, [M + H* m/z 303.0497) and its deriva-
tives possess a very stable chemical structure in aqueous solutions
and can thus be absorbed in vivo, a fact that arouses interest in its
use for a variety of additives (Mishurov et al., 2016; Yang et al., 2020).
Likewise, the flavonoid kaempferol (10, [M + H" m/z 287.0547) pres-
ent great antifungal power and potential to be applied as a food pre-
server, in addition to its largely reported antioxidant capacity (del
Valle et al., 2016; Jin, 2019). Phenolic components can act as pro-
oxidants under some conditions, they can accelerate the lipid oxida-
tion processes and catalyze the production of oxygen radicals. Rutin
(26, [M + H]* m/z 611.1570), a flavonoid tentatively identified in our
extracts, does not show such pro-oxidant potential. Considered a
bioactive compound superior to others, rutin exerts several health-
promoting effects related to its ability to eliminate radicals, such as
hydroxyl, superoxide, and peroxyl radicals (Hooresfand et al., 2015;
Prince & Kamalakkannan, 2006).

Compound 30 with [M + H]* m/z 523.2172 was tentatively iden-
tified as 9'-O-b-D-glucoside isolariciresinol, belonging to the lignan
class. These molecules have confirmed their anticancer, insecticidal,
estrogenic, antiviral, anti-hypersensitive, and antioxidant properties
(Zalesak et al., 2019). Moreover, two essential amino acids were also
tentatively identified as phenylalanine (7, [M + H]" m/z 166.0856)
and tryptophan (8, [M + H]* m/z 205.0964). Both compounds have
already been reported in Moringa leaves (Luiza et al., 2019).

The phytochemical profile herein reported (Table 4) agreed with
previous works (Gémez-Martinez et al., 2020; Luiza et al., 2019;
Rocchetti et al., 2019, 2020) confirming the potential of distinct ex-

traction techniques (traditional vs. emerging technologies) to recover
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bioactive compounds from Moringa leaves. It is worth mention that
we had some difficulty comparing our results with the available data
in the literature. The majority of research performed on Moringa
leaves employed exclusively in vitro spectrophotometric assays
(e.g., Folin-Ciocalteu) to evaluate the TPC. Several authors have ver-
ified discrepancies in terms of nutrients and phenolic compounds
in Moringa leaves grown in distinct countries (Brilhante et al., 2017,
Gomez-Martinez et al., 2020; Rocchetti et al., 2020; Vazquez-Ledn
et al., 2019), confirming that not only the extraction approach but
also the genetic and edafoclimatic conditions greatly impact the
extracts’ composition. For instance, Gomez-Martinez et al., (2020)
investigated the phenolic profile by HPLC/MS of extracts from
leaves and petioles of Moringa in three different locations of Spain.
They verified that apigenin 6,8-di-C-glucoside, apigenin arabinoside-
glucoside, and apigenin 6-C-glucoside were the most frequent bio-
molecules in samples, followed by cyanidin 3,5-O-diglucoside,
peonidin 3-0-(6"-acetyl-glucoside), and quercetin 3-O-glucoside.
However, the authors observed significant differences among the
phytochemical compounds of the assessed extracts. Recently,
Rocchetti et al., (2020) studied the polyphenolic profile of Moringa
leaves from Italy by an untargeted metabolomic approach based on
UHPLC-QTOF-mass spectrometry from HAE extractions with three
solvent systems (methanol, methanol-water 50:50 v/v, and ethyl
acetate). The authors verified abundant contents of dihydromyrice-
tin 3-O-rhamnoside, quercetin 3-O-rhamnoside, glycosidic forms
of kaempferol, gallic acid 4-O-glucoside, besides isomeric forms of

caffeoylquinic acid.

4 | CONCLUSION

The obtained results showed that HAE and UAE are suitable for
obtaining antioxidant extracts from Moringa leaves. HAE has an
extraction time (10 min) longer than UAE (5 min), but the HAE equip-
ment is more accessible than the UAE equipment. The yield pre-
sents a negative correlation with the mass of Moringa leaves used
in the extraction. The increase in the mass difficulty the effective
contact of the solvent with the sample and consequently decrease
the extraction of the antioxidant compounds. Chemical analyzes
and the response surface methodology demonstrated that the op-
timal extract was obtained with a mixture of 1:1 ethanol:water. The
phytochemical profile identified using the UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/
MS approach confirms that the antioxidant activity verified in the
Moringa extracts was related to their composition which contains
several antioxidant compounds. Thirty compounds were identified
by UHPLC-QTOF-MS/MS, among which quercetin, rutin, kaemp-

ferol, alkaloids, and lignins.
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Resumo: A fruta Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni, nativa da América Central
e México e ainda pouco conhecida no Brasil, apresenta uma polpa amarelo-alaranjada, rica em
carotenoides, que tem despertado interesse como potencial de vitamina A. O objetivo desse
trabalho foi analisar a composi¢éo fisico-quimica, o perfil de compostos bioativos, o potencial
antioxidante, além de identificar e quantificar alguns compostos bioativos presentes na polpa
da fruta Canistel. O efeito da composicéo do solvente (razdo agua:etanol:acetona) na extracdo
realizada por meio do equipamento ultrassom (UAE), foi determinada pelo planejamento
simplex-centréide. As respostas analisadas foram contetdo de fendlicos totais (TPC), contetido
de flavonoides totais (TFC), carotenoides, capacidade antioxidante, avaliada por DPPH e
ABTS, poder antioxidante redutor férrico (FRAP) e capacidade de absorcdo do radical de
oxigénio (ORAC). A quantificacdo e a identificagcdo dos compostos extraidos foi realizada por
Cromatografia Liquida de Ultra Alta Performance Acoplada a um Espectrometro de Massas de
Alta Resolugdo (UHPLC-ESI-QTOF-MS). Foi possivel comprovar a grande capacidade
antioxidante dos extratos obtidos da polpa da fruta canistel, e de acordo com a otimizacao, 0s
melhores resultados foram obtidos no ensaio 3, que continha solvente com propor¢do 0:0:1
agua:etanol:acetona (v/v), com excec¢do da analise de ORAC, que encontrou melhores valores
para 0 experimento 6 (0:0,5:0,5) agua:etanol:acetona (v/v)), sempre lembrando que o0 minimo

de 30% de agua foi fixado para todas a analises.

Palavras-chave Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni; extracdo; planejamento
experimental; Ultrassom; antioxidantes; UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/MS

Introducéo

Considerada uma planta medicinal, a Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni € uma
arvore frutifera tropical nativa da regido da América Central, pertencente a
familia Sapotaceae. Com dimensdes que variam entre 7 e 12 centimetros de comprimento e de
5 a 7.5 centimetros de diametro, a fruta canistel apresenta uma polpa amarela e consistente
(77.11% do peso total do fruto), semelhante a de uma manga, uma casca fina, podendo ainda
variar entre uma a quatro sementes duras [1].

A producdo anual de uma arvore pode chegar a até 136.250 kg, onde o peso de cada
fruto € de cerca de 175 g. A fruta verde apresenta casca verde e grossa, com presenca de latex

além de uma polpa, com um sabor amargo e azedo. Ja as frutas maturadas tem casca de


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/sapotaceae
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coloragdo bem amarelada e textura macia, enquanto sua polpa possue poucas fibras, textura
cremosa e sabor adocicado [2,3].

As formas de consumo dessa fruta sdo diversos, podendo ser in natura ou assada, além
de utilizada na confeccdo de cremes, sorvetes, milkshakes, geleias e marmeladas. Os
beneficios da ingestdo das frutas das espécies Pouteria se da pela grande quantidade de
antioxidantes biologicamente ativas, como compostos fendlicos e carotenoides, além de ser rica
em carboidratos, vitamina C, vitamina B e minerais, como calcio, fosforo e ferro [4,5].

Um consideravel aumento pode ser notado no consumo de frutas tropicais devido a sua
popularidade como fontes de compostos bioativos. Os compostos fendlicos encontrados nas
frutas possuem alta atividade antioxidante, que esta associada a protecdo do sistema
imunoldgico contra o estresse oxidativo. As fontes emergentes desses compostos podem ser as
espécies frutiferas exoticas e nativas amplamente produzidas em paises tropicais, 0 que acarreta
0 aumento no interesse da industria de alimentos por essas frutas [6-8].

O interesse advindo dessa necessidade de fontes emergentes, ou seja, de fontes ainda
ndo exploradas ou completamente conhecidas, de antioxidante desencadeia a necessidade de se
desenvolver estudos exploratorios sobre quantidade e formas de extracdo desses bioativos, além
de como eles se comportam no organismo quando consumidos. Ferramentas estatisticas que
otimizam a obtencdo dos antioxidantes podem ser aliadas no desenvolvimento destes estudos
[9].

Uma consideracdo bastante pertinente relacionada a extracdo de aditivos esta na
inovacdo, ndo s6 com as fontes emergentes, mas quanto as metodologias de execucdo dessa
etapa. E sabido que muitos dos compostos investigados apresentam certa instabilidade térmica
e rapida degradacdo quando expostos em demasia a luz, além de possuirem uma ampla
variedade de grupos quimicos constituintes [10].

Em relacdo ao emprego de solventes organicos agressivos nas extracdes, como hexano
e metanol, houve uma crescente preocupacdo em substitui-los por solventes com menor ou
nenhuma toxicidade comprovada, ndo agressividade ao meio ambiente, dentre outros fatores.
Boas alternativas sdo o emprego de solventes mais brandos mais ainda sim com polaridades
diferentes, como agua, etanol ou mesmo acetona [11].

Para tanto, essa fruta pode ser considerada uma alternativa para o mercado de frutas
exoticas que possuam interresses nutricionais. Porém, existem poucos estudos na literatura
sobre sua composi¢cdo quimica, capazes de auxiliar a sua aplicacdo na industria de alimentos.

Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo analisar a composicao fisico-quimica, o


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/custards
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/milkshakes
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/marmalades
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perfil de compostos bioativos, o potencial antioxidante, além de identificar e quantificar alguns
compostos bioativos presentes na polpa da fruta Canistel-Pouteria campechiana (Kunth)

Baehni.



84
85
86

87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103

104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115

Materiais e métodos/

Reagentes

Os reagentes DPPH (hidrato de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil), Trolox (&cido 6-hidroxi-
2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), ABTS (2,2"-azino-bis-(Acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico), AAPH (dicloridrato de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)) TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil)-
s-triazina), persulfato de potassio, tampdo fosfato de potassio, acido galico e quercetina grau
HPLC foram adquiridos da Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA.

Caracterizacao inicial - Composigdo centesimal

Foram analisadas em duplicata, amostras da polpa da fruta, obtida de uma plantacéo
localizada na cidade de Santa Celeste-SP, segundo as metodologias padrdes do Instituto Adolfo
Lutz Métodos fisico-quimicos para anélise de alimentos, Ed.IV, 2008. Para o valor de pH foi
usado o método 017/1V. Para quantificacdo da umidade e volateis foi usado o método 012/1V.
Para acidez total, o método 016/IV. Para proteina, o0 método 036/1V. Para lipidios ou extrato
etéreo (Extracdo direta) o método 032/1V. Residuo por incineracao (cinzas) o método 018/1V.
Por fim, para analise do valor de Carboidratos Totais foi utilizado a metodologia padrdo RDC
429 [12].

Planejamento Experimental e Otimizagdo

Para investigar o efeito da composicdo do solvente (agua:etanol:acetona) na extracéo
dos compostos bioativos da polpa da fruta Canistel-Pouteria campechiana (Kunth) Baehni foi
utilizado um planejamento simplex-centréide usando o equipamento UAE. A Tabela 1 mostra
a concentracao (valores codificados e reais) de cada componente nas diferentes misturas. Duas
repeticbes da mistura ternaria foram realizadas. Para o design simplex-centroide, é possivel
ajustar um modelo cubico especial mostrado na Eq. (1), em que y sdo as variaveis dependentes,
conteudo de fendlicos totais (TPC), conteudo de flavonoides totais (TFC), carotenoides,
capacidade antioxidante avaliada por DPPH e ABTS, poder antioxidante redutor férrico
(FRAP) e capacidade de absorcdo do radical de oxigénio (ORAC); b é o coeficiente de
regressdo para cada componente, e decorrente da necessidade de inclusdo da restricdo de
mistura na formula, em que a quantidade minima de agua adotada foi de 30% e Xi, X2 e X3

representam os pseudo componentes da agua, etanol e acetona, respectivamente.
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Y = b1 X1+ by Xy + b3 X3 + b1p X1 Xy + b3 X1 X3+ by3 X X3 + bips Xy Xo X3 (1)

Para as variaveis dependentes (YY) os modelos linear, quadratico e cubico foram testados
e 0s mais adequados, ou seja, com um nivel de confianca de 95% (P <0,05), foram adotados e
usados para obter superficies de resposta para que se pudesse encontrar a extragao mais eficiente
realizada em fungé@o da mistura de solventes. A otimizacdo foi realizada usando o software
MATLAB versdo R2008b (The MathWorks Inc., Natick, EUA)

Extracéo

Para realizacdo da extracdo, foram pesados 2 gramas da polpa da fruta e diluido em 40 ml de
solvente segundo o planejamento experimental. Em seguida foi-se utilizado o equipamento
ultrasonicador (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, EUA) com pulsos de 120 W, 20 kHz e 30 s
(on) x 10 s (off) por 5 minutos equipado com um banho de agua acoplado a um controlador de
temperatura (mantido a 30 °C). Os extratos foram filtrados duas vezes seguidas com a ajuda de
um Kitassato e funil de buchner, em papel filtro (faixa azul, Quanty) com porosidade de 8um e

uma bomba vacuo (Prismatec, 121, Brasil).

Fenolicos totais (TPC)

O TPC foi determinado pelo método de Folin-Ciocalteu com modificacdes [13].
Resumidamente, 30 uL de extrato foi adicionada a 2370 pL de agua destilada e 150 L do
reagente Folin-Ciocalteu. Apds permanecer 5 min em local escuro, a mistura foi neutralizada
com 450 pL de uma solugédo de Na,COsz a 15% e homogeneizada com a ajuda de um vortex
(VTX-2500-Biomixer). Duas horas depois, mediu-se a absorbancia a 765 nm
(espectrofotdmetro USB4000-UV-VIS-ES, Ocean Optics),

Conteudo de flavonoides totais (TFC)

O TFC foi quantificado seguindo o ensaio descrito por Alothman e colaboradores [14],
no qual 250 pL de amostra foi adicionados a 1000 pL de agua destilada e 75 pL de NaNO:; a
5%. Apobs descanso de 5 minutos, foi adicionados 150 pL de 10% de AICIs « 6H20, aguardando-
se mais 6 minutos. Adicionaram-se 500 pL de NaOH (1 mol.L?) e 600 pL de agua destilada,
seguindo para a determinacdo da absorbancia a 510 nm em espectrofotdmetro (USB4000-UV-

VIS-ES, Ocean Optics). A quercetina foi usada para estabelecer a curva padrdo
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(y =0.0007x + 0.0398; R? = 0.9935) e os resultados foram expressos em mg de equivalentes de

quercetina (QUE) por 100 g da amostra.

Determinacdo dos carotenoides

Para a determinacdo dos carotenoides utilizou-se a metodologia de [15], com
modificagbes. Para tanto, utilizou-se de 5 ml do extrato em tubo falcon com tampa e
acrescentou-se 10 mL da solu¢do composta por: 5 mL de hexano e 5 mL de acetona e agitou-
se em agitador de tubos (Phoenix, modelo AP 59, Brasil) com poténcia de 130 W por cerca de
1 minuto. Ap6s, a mistura foi centrifugada por 10 minutos, sendo possivel verificar a separacéo
de 3 fases distintas. Com o auxilio de uma pipeta foi retirado o sobrenadante e tranferido na
cubeta de quartzo para retirar uma leitura. A absorbéancia do extrato foi medida em
espectofotdbmetro UV-vis (Femto, Brasil) no comprimento de onda de 450 nm. O teor de
carotenoides (mg betacaroteno por 100g de polpa) foi calculado de acordo com a Equacgéo 2
[16]

AxVx1.000.000

Teor de Carotenoides (mg betacaroteno 100 g%) = “5————
Alcm X Mx 100

(2)

Em que: A =é amedida da absorbancia no comprimento de onda para o betacaroteno (450 nm);
V ¢ o volume final da solucio; A%, é o coeficiente de absortividade molar de um pigmento
em um determinado solvente (2550 para betacaroteno); M é a massa da amostra em gramas

tomada para a analise.

Capacidade antioxidante

Determinacdo da capacidade de eliminacao radical DPPH

O ensaio DPPH foi baseado no método de Brand-Williams e colaboradores com
modificacdo [17], onde 100 uL de extrato foram adicionadas a 3900 pL de solucdo metanolica
de radical DPPH a 60 pmol.L. Um controle negativo foi elaborado com 100 pL de solugdo
extratora e 3900 pL de DPPH foi preparado.

As misturas foram armazenadas longe da luz por 30 min e a absorbancia foi determinada
a 517 nm usando um espectrofotémetro (USB4000-UV-VIS-ES, Ocean Optics). Os resultados

foram comparados com a curva de calibragdo Trolox (y = -0.0005x + 0.5663; R? = 0.9956).
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Determinacéo da capacidade de eliminacéo radical ABTS

A capacidade antioxidante do ABTS foi avaliada, conforme detalhado por Thaipong et.
al [18]. Uma solucdo de trabalho foi preparada agitando duas solugdes estoque (A e B),
consistindo em 7.4 mmol L ABTS (A) e 2.6 mmol L? de persulfato de potassio (B), em
quantidades iguais. Depois de reagir por 12 h em temperatura ambiente no escuro, a solugéo foi
diluida misturando 1 mL de solu¢cdo ABTS com 60 mL de metanol para obter uma leitura
espectrofotométrica de absorbancia de 1.1 no comprimento de onda de 734 nm.

Na andlise, 150 puL de extrato foram adicionados a 2850 pL de solugcdo ABTS. A solucdo
foi mantida no escuro por 2 h e em seguida a absorbancia das amostras foi determinada a 734
nm. Foi preparado um controle negativo contendo 150 uL de solucéo extratora e 2850 pL de
solugdo ABTS, comparando-se o0s resultados com a curva de calibragdo Trolox
(y=-0.0011x+0.9493; Rz = 0.9932) e expresso em pmol Trolox por 100 g da amostra (base

seca).

Poder antioxidante redutor ferrico (FRAP)

O ensaio foi realizado conforme descrito por [19]. Para preparar a solucdo FRAP, 25
mL de tampéo de acetato (300 mmol.L ™) pH 3.6 foram misturados com 2.5 mL de uma solug&o
de TPTZ (2,4,6- tripyridyl-s-triazine) (10 mmol.L™?) e 2.5 mL de cloreto férrico (20 mmol.L™Y).
Para andlise, foram usados 900 uL da solugdo FRAP juntamente com 90 pL de 4gua destilada
e 30 pL de amostra. Apds 30 min de reacdo a 37 °C no escuro, a absorbancia foi determinada
a 595 nm usando um espectrofotémetro (USB4000-UV-VIS-ES, Ocean Optics). Os resultados

foram expressos em mmol de Trolox por 100 g de amostra.

Capacidade de absorc¢ao do radical de oxigénio (ORAC)

A anélise de ORAC foi realizado conforme descrito por [20], com adapta¢des. Em uma
placa de 96 pocos adicionou-se 25 pL de amostra ou tampéo fosfato de potéssio (para o branco)
e 150 pL de fluoresceina. A placa foi pré-incubada em um fluorimetro a 37 °C por 15 minutos
sob agitacdo. Em seguida, foi adicionado 25 puL de AAPH (dicloridrato de 2,2'-azobis (2-
amidinopropano). Em seguida, foi realizada as leituras a cada 2 minutos por 70 minutos a 37 °C
nos comprimentos de onda de 485 nm e 520 nm. Os resultados foram expressos em pmol Trolox

por 100 g da amostra (base seca).
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Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MYS)
analysis

Chromatographic analysis was performed using a Waters Acquity UPLC system
(Milford, MA, USA) coupled to a Waters Acquity tandem quadrupole (TQD) mass
spectrometer. Chromatographic separation was achieved on a Waters Acquity UPLC BEH C18
column (50 mm 9 2.1 mm; 1.7 um) by elution of the sample (10 IL injection volume) with ultra-
pure water (A) and methanol (B), both acidified with 0.1% of formic acid, at a flow rate of 0.4
mL min-1,

The method followed a linear gradient, with the initial A:B ratio of 95:5, increasing the
concentration of B linearly up to 95% in 15.4 min. This ratio was maintained up to 18.4 min,
returning to the initial proportion of the phases up to 20.0 min. The MS/MS operating
parameters were 120 °C source temperature, 550 °C desolvation gas temperature and 3.5 kV
capillary voltage, and the extraction cone voltage was optimised for each compound. The
ionisation source was set in the negative ion mode. The cone gas and desolvation gas (both
nitrogen) flow rates were set at 20 and 900 L ht, respectively. Quantification of the phenolic
compounds was performed using the standard addition method at seven concentration levels
between 1.0 and 500.0 ug L. The correlation coefficients (R?) of the calibration curves
exceeded 0.995.

Statistical analysis
Data were analysed using Statistica 13 (TIBCO Software Inc., 2017, http://statistica.io).

Resultados e Discussao
Caracterizacao inicial - Composicao centesimal

A polpa da fruta Canistel - Pouteria (Kunth) Baehni apresentou, em média, um pH de
6.51; O teor de umidade e volateis foi de 58.25 g.100g™ de polpa; Acidez total de 2.67 9.100g"
! de polpa; Proteina foi 1.05 g.100g* de polpa; Lipidios ou extrato etéreo (Extracio direta) foi
de 0.78 9.100g™* de polpa. Residuo por incineragdo (cinzas) foi de 0.93 g.100g™* de polpa. Por
fim, o valor de Carboidratos Totais foram de 39.00 g.100g™* de polpa. Uma reviséo bibliografica
realizada sobre a Canistel, reuniu valores muito semelhantes como teores de carboidratos totais
e cinzas de 36.69 e 0.90 g.100g™* de polpa [5]. MA lJinshuang et al [21] caracterizou a polpa e
semente da fruta Canistel, encontrando valores de lipidios e proteinas de 0.71 e 1.04 g.100 g*,

respectivamente, muito préximos do presente estudo.
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Contetdo de fendlicos totais

Os valores obtidos para TPC variaram de 1.28g (US1) a 5.34 g (US3) g GA.100 g*de
polpa (US5) conforme valores apresentados na Tabela 2

Os modelos de regressdo ajustados, apresentados na Tabela 3, permitiram obter
superficies de resposta para o contetido fendlico total em fungdo da mistura de solventes (Fig.1
(a)). Os coeficientes foram estatisticamente significativos (P < 0.05) e com boa capacidade (R?
adj de 0.9976). Além disso a estimativa de erro padrao foi muito baixa quando comparado aos
valores obtidos experimentalmente (0.0602 g GAE.100 g* de polpa), ndo havendo falta de
ajuste no modelo (p > 0.05). Esses dados demonstram que os valores obtidos no modelo cubico
especial representam muito bem os valores experimentais.

Foi possivel observar que a recuperacdo de TPC foi dependente da razdo de solventes
utilizada, em que quanto maior a quantidade de acetona, maior foi a extracdo de fenolicos. A
porcentagem de agua foi fixada em 30% para todas as extragdes, onde mesmo os termos lineares
sdo compostos de 2 solventes.

O trabalho realizado por K.W. Kong et al. [22], com a mesma matriz vegetal e solvente
etanol 70% obteve valores de TPC de 2.26 g GAE.100 g* de polpa, bastante semelhante ao
presente trabalho que encontrou, com o mesmo solvente, 2.71 g GAE.100 g* de polpa. Esses
resultados corroboram com a afirmacdo que a extracdo de antioxidante da polpa da fruta
Canistel e favorecida quando utilizado acetona 70% ja que com 0 emprego da acetona a extracédo
foi superior (5.34 g GAE.100 g de polpa).

Um trabalho realizado com residuo de frutas exdticas, em que por meio do equipamento
ultrassom foram realizadas extracfes e analisada a quantidade de antioxidantes, encontrou
valores de 0.54 g GAE, 3.33 g GAE, 1.44 g GAE, 0.94 g GAE, 4.28 g GAE, 0.22 g GAE, 2.15
g GAE por 100g de residuo de caja-umbu (Spondias spp.), canafistula (Cassia fistula), caju
(Anacardium occidentale), cupuacu (Theobroma grandflorum), manguba (Pachira aquatica),
graviola (Annona muricata), e morango ( Fragaria x annanassa), respectivamente. Essa
comparacdo demonstra que a fruta canistel pode ser divulgada como grande fonte de
fitoguimicos complementares a alimentacédo [23].

M. Angonese e colabroadores [24] obtiveram valores de TPC semelhantes ao analisarem
Pitaya (Hylocereus undatus e Hylocereus polyrhizus) em extrato aquoso. Afirmando que

solventes com maiores polaridades beneficiam a extracéo e disponibilidade de TPC.



276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290
291
292
293
294
295
296
297
298
299
300
301
302
303
304
305
306
307
308

13

Estudos realizados em frutas exoticas Eugenia calycina Cambess (pitanga-do-cerrado),
Eugenia stipitata e Eugenia pyriformis (uvaia), onde os fendlicos totais foram quantificados em
extratos hidroetandlicos demonstraram valores de 0,46, 0,91 e 4,9 GAE ¢.100 g-1 de polpa
seca, respectivamente, mostrando a superioridade do perfil de antioxidantes presente na fruta
Canistel [25-27].

A partir dos coeficientes lineares, binarios e ternarios que compdem as equagdes
apresentadas na Tabela 3 e das superficies de resposta observadas na Figura 1c, foi possivel
observar que o solvente que favorece a extracao de TPC é a acetona, j& que o valor linear de b3
foi maior quando comparado aos outros dados. Além disso, mesmo sendo sinérgico os valores
das interacOes binarias, sdo menores que o valor linear da acetona. Por fim, o valor negativo de
b123 demonstra que quando usado os trés solventes em conjunto, a extracdo dos Fendlicos Totais
é prejudicada.

A primeira justificativa que se poderia aplicar a esses resultados seria a diferenca de
polaridade entre os solventes. Para isso o indice de polaridade de Snyder (P '), que se baseia nas
medicOes de solubilidade em dioxano, nitrometano e etanol [28], foi calculado afim de
mensurar as diferencas de polaridade de cada mistura extratora. Para 0s solventes usados neste
trabalho, o P 'da mistura pode ser calculado por P = 10.22x; + 4.3x2 + 5.1x3. Os valores
encontrados variaram entre 10.4 e 6.13, vale ressaltar que a Unica solugdo com polaridade 10.4
foi a primeira, que era composta somente por agua, enquanto que as demais ficaram entre 8.55
e 6.13, ou seja, ndo houve diferenca relevante de polaridade nas misturas de extracao.

Considerando que o efeito sonoquimico do ultrassom em um liquido é atribuido ao
fendmeno de cavitagdo acustica, que diminui com o aumento da viscosidade ja que quanto
maior a viscosidade da amostra, maior também sera a resisténcia da mesma ao movimento do
dispositivo ultrassdnico. Um solvente com baixa pressdo de vapor favorece um processo de
extracdo, pois o colapso da bolha de cavitacdo € mais intenso quando comparado a um solvente
com alta pressao de vapor [29]. A viscosidade de etanol é 1.074 mPa s (25 °C) e da acetona é
0.327 mPa s (25 °C), dessa forma, uma maior propor¢do da acetona tende a diminuir o limiar
de cavitacdo em UAE aumentando assim o rendimento de extracdo como visto na tabela 2.

Resultado semelhante foi encontrando em um estudo de otimizacdo de compostos
fenolicos em teff (Eragrostis tef (Zucc.)), onde quanto menor a viscosidade da amostra extratora

melhor os indices de recuperacao de compostos antioxidantes [30].

Flavonoides totais (TFC)
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No presente estudo, as concentracdes de flavonoides nos extratos obtidos variaram de
0.98 (US1) a 3.76 (US3) g de QUE.100g? de polpa, sendo o modelo estatisticamente
significativo com boa capacidade preditiva (R%adj de 0.9980), com um baixo erro padrdo e sem
falta de ajuste (tabela 2 e 3).

E possivel observar que o maior percentual de acetona na mistura extratora favorece a
extracdo de flavonoides totais (valor de bz é positivo e maior que 0s outros lineares e 0s binarios)
assim como a interacgdo ternaria dos solventes é antagbnica a extracdo dos mesmaos, devido seu
valor de b123 negativo (Tabela 3 e Figura 1b).

Um trabalho feito com a folha de Moringa (Moringa oleifera Lam), conhecida por ser
uma 6tima fonte de antioxidantes, realizado no mesmo equipamento e parametros de extracao,
apresentou valores que vaiaram entre 0,58 a 2,33 g de QUE.100 g* de folha de moringa para
flavonoides totais, 0 que demonstra que a polpa da fruta canistel pode ser considerada uma boa
fonte de fitoquimicos [31].

Um trabalho que compara frutas exoticas cultivada na Argélia encontrou valores de
fenolicos totais de 1,44 g de QUE; 1,29 g de QUE; 0,73 g de QUE e 0,14 g de QUE por 100g
para Vitis vinifera, Punica granatum, Citrus aurantium e Opuntia, respectivamente, mostrando
que a extracdo de flavonoides com o uso de acetona da polpa da fruta Canistel tem maior

rendimento dessa classe de antioxidante [32].

Carotenoides

Os conteudos de carotenoides totais variaram entre 8.63 (US1) a 22.63 (US3) de mg de
betacoteno.100g™ de polpa, apresentando um modelo estatisticamente significativo, condizente
com a realidade (R?adj de 0.9997), pequeno erro padrdo de analise e sem falta de ajuste (tabela
2e3).

Mais uma vez, conforme a Tabela 3 e a superficie de resposta da figura 1c a quantidade
majoritaria da acetona favorece a extracdo dos carotendides. O unico valor antagdnico a
extracdo € a interacdo ternaria dos solventes.

Um trabalho realizado por M.S. De Lanerolle et al. [33] demonstrou que o conteudo de
carotenoides totais, extraidos com acetona da polpa da fruta canistel foi alto e variou de 1.9 a
23.5mg.100g™ de peso seco. Assim, o presente estudo, que encontrou valores entre 8.63 e 22.62
mg betacoteno.100g'! de polpa, corrobora os resultados obtidos por outros autores,
confirmando que a fruta é rica em carotenoides totais e pode ser utilizada como fonte dos

mesmaos.
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O total de carotenoides contidos na amostra examinada é comparavel aos relatérios
publicados na literatura, como 17.2 mg, 17.0 mg, 15.01 mg, para 100g de Buriti, Marinana e
Pupunha respectivamente [34-36]. Como a fruta canistel possui uma consideravel quantidade
de flavonodides, seu consumo, juntamente com outras frutas exoticas, ajudaria a suprir a

quantidade de antioxidantes ideal a nossa dieta diaria.

Capacidade antioxidante determinada por:

Determinacao da capacidade de eliminacéo radical DPPH

Os valores de DPPH variaram 179.73 (US1) a 782.91 (US3) pumol de TE.100 g* de
polpa (US9), resultando em um modelo clbico especial estatisticamente significativo com um
RZadj de 0.9985 e com baixa estimativa de erro padrdo. Como todos os coeficientes de regressao
foram importantes e permanecem no modelo, ndo houve grau de liberdade para que fosse
calculado a falta de ajuste (Tabelas 2 e 3).

Quando observado o modelo obtido, é possivel afirmar que a acetona isoladamente
favorece mais uma vez a extracdo de antioxidantes, enquanto que a interacdo ternaria prejudica
a extracdo dos mesmos (Tabela 3 e Figura 1d).

Uma extracgdo realizada com teff (Eragrostis tef(Zucc.)) no mesmo equipamento e com
0s mesmos parametros obteve valor de DPPH de 753.75 pumol de trolox.100 g de Teff,
demostrando que as matrizes sdo analogas entre si quando comparados os valores de DPPH
[30].

Determinacdo da capacidade de eliminacéo radical ABTS

Em relacdo ao ABTS os valores variaram entre 305.43 (US4) a 606.54 (US3) umol de
TE.100 g de polpa (Tabela 2), com um modelo estatisticamente significativo, com boa
capacidade preditiva (R?adj de 0.9999), com baixa estimativa de erro padrdo e como todos 0s
coeficientes de regressdao foram importantes, ndo foi calculado a falta de ajuste (tabela 3).

Observando a tabela 3 e a figura 1e, conclui-se que a acetona favorece a obtencdo dos
antioxidantes e que antagonico a essa extracao, a interacao binaria da agua e do etanol, 4gua e
acetona e a ternéria dos solventes (b1, b1z e bi2s, respectivamente) resultaram em valores
negativos no modelo.

O trabalho realizado por Lucas Gonzélez et al [37] avaliou a biodisponibilidade de
antioxidantes na farinha de caqui e encontrou valores de 0.2 g TE.100g™* farinha) para ABTS,
desmontando assim que o consumo de frutas in natura sdo fontes muito melhores de

fitoquimicos.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121001353#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121001353#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121001353#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1878818121001353#bib21
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Poder antioxidante redutor ferrico (FRAP)

Os valores de FRAP obtidos nas analises variaram de 156.87 (US1) a 713.82 (US3)
umol de TE.100 g de polpa (Tabela 2), onde foi possivel obter um modelo especial cubico
estatisticamente significativo e com um R?adj de 0.9994, demonstrando boa capacidade
preditiva. Além disso, o erro padrdo em relacdo aos resultados, foi baixo e mais uma vez, como
todos os coeficientes de regressdo foram mantidos, ndo houve grau de liberdade para que a falta
de ajuste fosse calculada (tabela 3).

O modelo e a superficie de resposta obtidos para o0 FRAP (Tabela 3 e Figura 1f,
respectivamente) demonstram que quando analisados os indices lineares, a quantidade de
acetona influencia positivamente na extracdo, enquanto os valores binarios e ternarios, também
foram sinérgicos aos resultados de extracao.

Um estudo feito com o residuo da fruta graviola, que apresentou maior bioacessibilidade
de fenolicos e atividade antioxidante em um extrato obtido por meio de um equipamento
ultrassdnico, demonstrou capacidade antioxidante pelo método de FRAP de 317 pmol de
TE.100 g de residuo, corroborando com a afirmac&o que a fruta canistel possui grande poder

antioxidante [23].

Capacidade de absorc¢éo do radical de oxigénio (ORAC)

Este € um método que avalia a capacidade de compostos fenolicos e ndo fendlicos de
eliminar radicais livres, um importante mecanismo de atividade antioxidante [38].

Os resultados obtidos variaram entre 151.07 (US1) a 471.12 (US6) pmol de TE.100 g*
de polpa (Tabela 2). Os modelos de regressao ajustados apresentados na tabela 3, exibiram
coeficientes estatisticamente significativos e boa capacidade de ajuste (R?adj de 0,9984). Além
disso, a estimativa de erro padrdo foi muito baixa quando comparado aos valores obtidos
experimentalmente, ndo havendo falta de ajuste no modelo.

A interacdo foi dependente da razdo de solventes utilizados, em que quanto maior a
quantidade de acetona, maior foi a extracdo dos antioxidantes, e que mais uma vez a interacao
ternaria dos solventes foi antagonica a extracao.

As caracteristicas hidrofilicas ou hidrofobicas dos solventes ou mistura de solventes
utilizados na extracdo podem influenciar os resultados da analise de antioxidante pelo método
de ORAC [38]. Xianli Wu e colaboradores [39] ao avaliarem a capacidade antioxidante de

diferentes frutas pelo método de ORAC perceberam que ao utilizar solventes hidrofilicos foi


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wu+X&cauthor_id=15186133
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observada uma maior atividade quando comparado com a extra¢do por solventes lipofilicos,

como observado neste estudo.

Ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MYS)
analysis
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Conclusao

Os resultados do presente estudo mostraram a grande capacidade antioxidante dos
extratos obtidos da polpa da fruta canistel. As analises quimicas em conjunto com modelagem
matematica provaram que o uso da acetona em maior quantidade permitiu maior eficiéncia de
extracdo de antioxidantes em comparagdo com solventes puros ou misturas em proporgoes
iguais (foi fixado um minimo de 30% de agua para todos os experimentos, com o intuito de
melhorar a solubilidade da fruta nos solventes), com excessdo da analise de ORAC, que
encontrou uma maior extracdo para misturas. O extrato ideal foi obtido com uma mistura de
solvente 0.3:0: 0.7 agua:etanol:acetona, com excessao do Orac que teve uma pequana melhora

para 0.3:0,35: 0.35 agua:etanol:acetona.
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Tabela 1. Planejamento simplex-centroide com os valores codificados e reais (entre paréntesis),

para a razdo agua/etanol/acetona.

Mixture variables

Run Pseudo .
number componentes (%) Componentes reais (%)
X1 X2 X3 Water Ethanol Acetona

1 1.00 0.00 0.00 1 0 0
2 0.00 1.00 0.00 0,3 0.7 0
3 0.00 0.00 1.00 0.3 0 0.7
4 0.50 0.50 0.00 0.65 0.35 0
5 0.50 0.00 0.50 0.65 0 0.35
6 0.00 0.50 0.50 0.3 0.35 0.35
Ta 0.33 033 0.33 0.53 0.23 0.23
b 0.33 033 0.33 0.53 0.23 0.23
7c 0.33 0.33 0.33 0.53 0.23 0.23

Restricdo de minimo X1>30%
Os pseudos componentes correspondem as seguintes equagdes:
Xl_Agua—OB’ XzzEtanol' X3:Acetona

0.7 0.7 0.7




587
588 Tabela 2. Resultados experimentais correspondentes aos compostos fendlicos e flavonoides e avaliagcdo quanto sua capacidade antioxidante.
TPC? TECP Carotendides Capacidade antioxidante
Experimento (g GAE.100 g (g QUE.100 (Mg betacoteno.100g™ (umol Trolox. 100 g** de polpa)
de polpa) g de polpa) de polpa) DPPH ABTS FRAP ORAC
UAE®

us1 1.28 +0.21 0.98 +0.04 8.63+0.16 179.73+357  280.07+ 7.80 156.87 +10.00  151.07 +8.98
Us2 2.71+0.05 1.43+0.06 9.51+0.74 408.71+12.33 384.28+6.06  213.41+9.71 190.09 * 6.67
us3 5.34+0.19 3.76 £ 0.02 22.62 +0.32 782.91+895 606.54+7.21  713.82+9.96 422.90 +7.33
us4 2.10+0.22 1.28 +0.01 8.92 +0.24 363.67+6.39  30543+538  223.72+9.79 163.17 +6.24
uss 3.86 £0.12 2.43+0.08 19.58 +0.15 534.92+6.35 411.57+4.15 467.97+10.11  401.24+567
use 4.68+0.25 3.25+0.03 17.53+0.03 646.63+10.88 543.45+6.84  581.47+7.98 471.12 £ 4.14
US7a 3.28+0.07 2.20+0.06 11.88+0.11 500.84 +11.11 399.25+ 7.21  479.46 +6.98 337.90 + 7.53
US7b 3.32+0.02 2.15+0.04 11.99 +0.13 513.62+15.05 398.79+6.72  482.81+8.81 335.70 + 6.98
US7c 3.36 £ 0.02 2.18+0.09 11.97 £0.20 504.00 +16.15 396.99 +4.65  488.70 +7.90 330.27 £ 7.65
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589  *Dados sio a média + desvio padrio
590  2Fendlicos Totais

591  PFlavonoides Totais

592  C°Extragdo assistida por Ultrassom
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Tabela 3. Coeficientes de regressao estatisticamente significativos (p < 0,05) dos modelos ajustados para TPC, TFC, carotendides, DPPH, ABTS, FRAP,

ORAC para o equipamento de extracdo UAE.

Variaveis

dependetes Model® P Rzadjusted RMSE" P Lack of fit
TPC? ;; 4}('?(1:1 ¥ 210+ 5.3 + 2136 + 2,550 - 8.90x10° 09976  0.0602  0.1399
. 1A2A3
TECP Y = 1.02x; + 1.46X, + 3.78X3 +2.52XoX3 — 4.99%1X0X3 3.00x106 0.9980 0.0401 0.1845
Carotendides Iozg 8155 ix)l(; 946x; +22.62x3 + 15.94xa # 59N = 4500106 09997 00857  0.1667
. ATA2AR3
Y = 179,73, + 408.71x, + 782.91xs + 277. 791Xz + .
C
DPPH 214.39X1X3 + 203.29X2X3 — 762.36X1X2X3 1.15x10 0.9985 6.6560
 Y=280.07x: + 384.28%; + 606.54%s - 106.97x1x, - LoLd0’ 09998 11900
ABTS 126.93%1X5 + 192.16%:X3 — 557.54X1XoX3 01X : :
. Y = 156.87x1 + 213.41x, + 713.82%3 + 154.30x1X, + 474510 0.9994 4.6790
FRAP 130.51x1Xs + 471.39%:X5 + 1033.27X1XoXs 14X : :
Y = 148.60x; + 187.62x, + 422.90x3 + 461.95x1X3 +
ORAC' 510x10° 009984  4.7408  0.2632

663.44X2X3 - 1173.48X1X2X3

Fenolicos totais

bFlavondides totais

°Determinacdo da capacidade de eliminacdo radical DPPH
dDeterminacdo da capacidade de eliminagéo radical ABTS
¢Poder antioxidante redutor férrico

fCapacidade de absorcdo do radical de oxigénio

9Y representa os valores de cada variavel dependente, x; represents water, x, represents ethanol, xs represents acetona
"Root mean square error
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TEC (g GAE/ 100 g de polpa) TEC (g QUE’ 100g de polpa) Catotensides (mg betacotena/100g de polpa
(mg g de polpa)
X3 X3 x3
0.00 ;1.00 0.00 21.00 0.00 2 1.00

22

<2

B35 <19

B <31 <17

<26 <15

=21 <13

W16 <1

[ ERE <2

(@) (b) ©
DPPH (umel Trolox/ 100 g de polpa) ABTS (umol Trolox’ 100 g de polpa) FRAP (umol Trolox/ 100 g de polpa)
X3 X3 X3
0.00 1.00 0.00 1.00 0.00 31.00
B - 700 Il > 700
Il < 630 M < gg
I < 580 = s
<480 =pe
- [ < 380 =

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00 B < 280 B < 260
X1 X2 B < 180 I < 160

(d) ©) ()
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ORAC (umol Trolox/ 100 £ de polpa)
x3

0.0051.00

> 450
I < 450
I - 400
< 350
<300
[ < 250
I < 200
I < 150

(9)
598  Figura 1. Superficies de resposta para (a) TPC (b) TFC (c) Carotenoides (d) DPPH (e) ABTS, (f) FRAP (g) ORAC em funcéo das proporcoes dos pseudo
599  componentes X1 X> X3 da agua, etanol e acetona, respectivamente.
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