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RESUMO

O interesse pela extragdo de compostos bioativos, a partir de fontes naturais, tem aumentado
em decorréncia a seus efeitos funcionais e tecnologicos. Dentre as fontes naturais de compostos
bioativos destaca-se a erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.) constituida de compostos
fenolicos, flavonodides, alcaldides e terpenos além de vitaminas e minerais. O cultivo da erva-
mate € uma atividade agricola presente principalmente no noroeste Argentino, leste do Paraguai
e sul do Brasil. Os estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul s&o 0s maiores
produtores e consumidores, com sua exploracdo majoritariamente em propriedades de pequeno
e médio porte. Essa atividade agricola apresenta grande importancia social e econémica. O
objetivo desse estudo foi obter extrato de erva-mate com alta concentragdo de compostos
bioativos, microencapsula-los e caracteriza-los. Para isso, foram utilizadas diferentes amostras
de erva-mate, sendo uma coletada in natura e seca em estufa (F) e trés marcas comerciais,
denominadas M, T e S. Utilizou-se diferentes solventes (100% agua, 100% etanol e 50%
agua:50% etanol) para extracdo em banho Dubnoff a 50°C, por 5 horas. A partir da
caracterizacdo dos extratos por meio das analises de sélidos totais, solidos soluveis (° Brix),
pH, acidez titulavel, teor de compostos fendlicos totais, flavondides e atividade antioxidante
(AA), utilizando os radicais DPPH+ e ABTSe<+ selecionou-se um extrato para ser encapsulado.
O encapsulamento foi realizado através da mistura extrato e do material de parede seguido de
secagem por liofilizacdo. A goma arabica e o frutooligossacarideo (FOS) foram empregados
como como materiais de parede nas proporgoes: 100% FOS (1), 25% goma arabica e 75% FOS
(1), 50% FOS e 50% goma arabica (I11), 25% FOS e 75% goma arabica (IV) e 100% goma
arébica (V). As microcapsulas foram avaliadas pelas analises de compostos fendlicos totais,
flavonoides, atividade antioxidante pela inibicdo dos radicais DPPHe e ABTSe+ e estabilidade
térmica por Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC). A solucdo solvente agua:etanol
(50%, v:v) foi selecionada para preparacao dos extratos, pois essa mistura resultou em maiores
teores de compostos fendlicos totais e flavonodides. Dentre os tipos de erva-mate estudados
foram verificadas diferengas entre as amostras (p<0,05), sendo que as menores concentragoes
destes compostos bioativos foram encontrados na erva-mate seca (F). A erva-mate comercial
T, que apresentou, menor conteldo de sélidos totais e maior contetdo de sélidos soltveis
(°Brix) foi selecionada. Houve diferenca (p<0,05) entre o teor de compostos fendlicos das
diferentes amostras encapsuladas em relacdo ao controle (extrato puro liofilizado), sugerindo
gue a microencapsulacao foi capaz de proteger os polifendis presentes no extrato. A adi¢do dos
agentes encapsulantes, em todas as formulacGes estudadas, produziu microcapsulas com
maiores concentracdes de flavondides, quando comparado ao extrato puro liofilizado (p<0,05).
Os dados da avaliacdo da atividade antioxidante pela inibicdo da radical DPPHe mostraram
haver diferenca entre o controle e os demais tratamentos (p<0,05). A maior atividade
antioxidante através da inibicéo do radica ABTSe<+ foi verificada em todos os tratamentos e, a
menor AA foi verificada no controle. A confirmacdo da encapsulacédo do extrato hidroalcodlico
de erva-mate nas matrizes goma arabica e frutooligossacarideo foi realizada pela analise térmica
utilizando DSC. As microparticulas do extrato de erva-mate encapsulado possuem potencial
para serem empregadas na industria alimenticia como antioxidante de fonte natural,
colaborando com o controle da oxidagdo em diferentes alimentos.

Palavras-Chave: Atividade antioxidante. Compostos fenolicos. DPPH. ABTS. Goma arabica.
Frutooligossacarideo.



ABSTRACT

The interest in extracting bioactive compounds from natural sources has increased because its
functional and technological effects. Among the natural sources of bioactive compounds, the
yerba mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) is composed of phenolic compounds, flavonoids,
alkaloids and terpenes, as well as vitamins and minerals. The yerba mate culture is the
agricultural activity present mainly in northwestern Argentina, eastern Paraguay and Southern
Brazil. The states of Parand, Santa Catarina and Rio Grande do Sul are the largest producers
and consumers, with their exploitation mainly in small and medium-sized farms. This
agricultural activity has great social and economic importance. The objective of this study was
to obtain mate extract with high concentration of bioactive compounds, as well as
microencapsulate and characterizate them. Different samples of yerba mate were used, one of
it was collected in natura and oven dried (F) and three samples from commercial brands, named
M, T and S were purchased in local commerce. Different solvents were used (100% water,
100% ethanol and 50% water: 50% ethanol) with Dubnoff bath at 50 ° C for 5 hours for yerba
mate extract (YME) preparation. The YME were characterized by the analysis of total solids,
soluble solids (°Brix), pH, titratable acidity, total phenolic compounds, flavonoids and
antioxidant activity (AA), using the DPPHe and DPPH?- radicals scavenging, and the best YME
was encapsulated. The encapsulation was carried out by extract and material mixture follow by
freeze drying. Arabic gum and fructooligosaccharide (FOS) were used as wall materials in the
proportions: 100% FOS (1), 25% gum arabic and 75% FOS (11), 50% FOS and 50% gum arabic
(1), 25% FOS and 75% gum arabic (IV) and 100% gum arabic (V). The microcapsules were
characterized by analysis of total phenolic compounds, flavonoids, antioxidant activity by and
DPPH?- radicals scavenging and thermal stability by Differential Scanning Calorimetry (DSC).
The solvent solution water: ethanol (50%, v: v) was selected as this mixture resulted in higher
concentration of total phenolic compounds and flavonoids. Among the types of yerba mate
DPPH studied, differences between the samples (p <0.05) were observed, and the lowest
bioactive composition were found in dry leaves (F). The commercial yerba mate T was chosen,
which presented, with lower total solids content and higher soluble solids content (°Brix). There
was a difference (p<0.05) on the content of phenolic compounds between the encapsulated
samples and the control (YME freeze dried), suggesting that the microencapsulation was able
to protect the polyphenols present in the extract. The addition of the encapsulating agents in all
the formulations studied produced microcapsules with more concentrations of flavonoids than
the YME freeze dried (p<0.05). Data from the evaluation of the antioxidant DPPHe activity
showed differences between the control and treatments. The highest AA of ABTSe+ scavenging
was in treatments and the lowest AA in control. Confirmation of the encapsulation of the YME
in the Arabic gum and fructooligosaccharide matrices was performed by thermal analysis using
DSC. The microparticles of encapsulated YME have the potential to be used in the food industry
as a natural source antioxidant, collaborating with the control of oxidation in different foods
matrixes.

Keywords: Antioxidant activity. Phenolic compounds. DPPH. ABTS. Arabic gum
Fructooligosaccharide.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil.) tem sua origem na América do Sul, na qual
ocupa uma area de ocorréncia natural de 540.000 km?2 entre o noroeste Argentino, o leste do
Paraguai e o sul do Brasil (BERTE; RUCKER; HOFFMANN-RIBANI, 2011). Nesta regiao,
possui grande importancia ambiental e socioecondmica como fonte de emprego e renda,
constituindo o principal produto ndo madeireiro do agronegécio florestal (SIGNOR;
DORNELES; BAUMEL, 2016). O seu uso industrial vem se ampliando em decorréncia de
estudos que apontam em sua composi¢do grande diversidade de fitoquimicos com propriedades
funcionais, como os compostos fendlicos, alcal6ides, flavondides e terpendides. Podem ser
mencionadas sua aplicacdo na producdo de medicamentos e cosméticos, bem como, no
desenvolvimento de novos produtos e ingredientes alimentares (DONADUZZI et al., 2003;
VIEIRA et al., 2008).

Aos fitoquimicos presentes na erva-mate relaciona-se sua atividade antioxidante, a qual
possui capacidade de combater os radicais livres e espécies reativas de oxigénio (HECK;
SCHMALKO; DE MEJIA, 2008). De acordo com Pereira e Cardoso (2012), radical livre é todo
atomo ou molécula que tem elétrons ndo pareados em sua camada externa, cuja producdo pode
ocorrer naturalmente por meio de processos fisioldgicos (producdo de ATP, fagocitose,
regulacdo do crescimento celular dentre outros). No entanto, em determinadas condicdes, pode
ocorrer elevacdo na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) originando o estresse
oxidativo, promovendo um dano potencial, precipitacdo do processo degenerativo e perda da
estabilidade celular, relacionando-se portanto, ao desenvolvimento de patologias ligadas ao
estresse oxidativo, como doencas cronicas, cardiovasculares, neurodegenerativas e cancer
(ASOLINI; TEDESCO; CARPES, 2006). Os radicais livres podem ser interceptados de dois
modos: pela acdo de agentes antioxidantes enddgenos (produzidos pelo organismo) ou
exogenos (adquiridos pela ingestdo alimentar). Assim sendo, do ponto de vista bioldgico,
define-se antioxidantes como substancias responsaveis por proteger o organismo, capazes de
retardar ou inibir danos oxidativos gerados pelos radicais livres (ASOLINI; TEDESCO;
CARPES, 2006; SCHINELLA et al., 2000).

O consumo regular de fitoquimicos tem demonstrado beneficios com relacéo a saude,
relacionando-se a efeitos anti-inflamatorio, anti-obesogénico, antimutagénico, antibacteriano e
antiviral (BASTOS et al., 2006, 2007; BRACESCO et al., 2011; FANG; BHANDARI, 2010;
RESENDE et al., 2015). Segundo Wong et al., (2014) a extracdo e purificacdo de compostos
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bioativos com atividade antioxidante, a partir de fontes naturais, tem elevada importancia
devido as diversas aplica¢Ges dos mesmos. Contudo, quando se separa 0s compostos bioativos
da matriz alimentar, estes tornam-se altamente instaveis frente a diversos fatores, necessitando
protecdo, afim de retardar ou prevenir sua degradacéo, sendo o encapsulamento uma alternativa
para contornar este problema.

Os danos oxidativos causados pelas espécies reativas de oxigénio podem afetar também

macro e micronutrientes presentes nos produtos alimenticios. Portanto, existe grande interesse
em ingredientes ou compostos naturais com propriedades antioxidantes, visto que antioxidantes
sintéticos tem sua utilizacdo limitada em muitos paises (DE CAMPOS et al., 2007;
SCHINELLA et al., 2000) e cada vez menor aceitacdo da populacdo em geral.
Embora recebam atencédo devido ao elevado teor de compostos bioativos, a erva-mate pode ter
seus efeitos reduzidos por fatores externos e internos, devido a alta sensibilidade destes
compostos a temperatura, oxidagdo, pH e luz. Com isso, buscando manter e melhorar sua
disponibilidade, emprega-se processos de encapsulamento como maneira de contornar
problemas relacionados a estabilidade dos compostos bioativos presentes e, ao desempenho de
sua atividade antioxidante (AUGUSTIN & HEMAR, 2008; DE VOS et al., 2010).

A microencapsulagdo, amplamente utilizada para ingredientes e aditivos alimentares
(TRIFKOVIC; TADIC; BUGARSKI, 2016), consiste no empacotamento, por meio de
diferentes técnicas, de pequenas particulas de solido, liquido ou gas, nomeada também de
recheio, nucleo ou ativo, em um material secundario conhecido como matriz ou parede. O
nacleo consiste no material de interesse que se deseja proteger através da encapsulacdo e a
parede confere a sua protecdo ao ambiente externo, atraves da reducdo da taxa de transferéncia
de material do nucleo para o meio circundante (AUGUSTIN & HEMAR, 2008). Neste
contexto, um requisito importante é a eficiéncia do encapsulamento que esta diretamente
relacionada ao nucleo e ao material de parede escolhidos, sendo essencial escolher um sistema
levando em consideragéo a afinidade entre os ativo e a parede, bem como a finalidade e o
mecanismo de liberacdo (DE VOS et al., 2010). A liberagdo controlada do material encapsulado
pode ocorrer em funcdo de diferentes condigdes, como pH, temperatura e umidade, sendo capaz

de ocorrer de forma gradativa ou instantanea (WANG et al., 2007).
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1.1 OBJETIVO GERAL

Obter extrato de erva-mate (llex paraguariensis) com elevada concentracdo de
compostos bioativos, caracterizar e microencapsular o mesmo, bem como, caracterizar 0s

microencapsulados.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar matérias-primas de diferentes procedéncias na producdo de extratos com
diferentes solventes.

Avaliar 0 uso de goma arabica e FOS no encapsulamento de extrato de erva-mate para
conservacao dos compostos bioativos.

Avaliar a eficacia do encapsulamento quanto a estabilidade térmica, teor de compostos
fendlicos, flavonoides e capacidade antioxidante.

1.3 JUSTIFICATIVA

A erva-mate é fonte de compostos bioativos responsaveis por efeitos antioxidantes e
funcionais. A busca pela utilizagdo de antioxidantes naturais vem crescendo por parte da
indUstria em atendimento aos anseios dos consumidores e, além disso o desenvolvimento
tecnoldgico de produtos derivados de erva-mate permite aumento na rentabilidade de toda sua
cadeia produtiva (SIGNOR; MARCOLIN, 2017).

A utilizacdo de compostos encapsulados consiste em uma estratégia promissora e vem
sendo estudada visando a ampliacdo de sua utilizacdo em diferentes setores, dentre eles a
industria alimenticia (TRIFKOVIC; TADIC; BUGARSKI, 2016). Os dados obtidos servem de
suporte para futuras pesquisas com referéncia ao processamento, composi¢ao fisico-quimica e
propriedades tecnoldgicas da erva-mate encapsulada, sendo que, ndo foram encontrados na
literatura relatos da utilizacdo de goma arébica e FOS aplicados como materiais encapsulantes

de extrato de erva-mate.
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1.4 HIPOTESES

A producdo de extratos de erva-mate com diferentes solventes resulta em produtos com
caracteristicas distintas, sendo que amostras secas em condi¢des brandas terdo concentracdes
superiores de compostos bioativos.

E possivel encapsular extrato de erva-mate (llex paraguariensis) utilizando como
material de parede goma arabica e FOS.

A encapsulacdo do extrato de erva-mate (llex paraguariensis) é capaz de manter a

concentra¢do dos compostos bioativos apds a secagem.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ERVA-MATE

A llex paraguariensis, também conhecida como erva-mate, € uma planta de espécie
nativa da América do Sul pertencente a familia das Aquifoliaceae, sendo bastante cultivada no
Uruguai, Argentina, Paraguai e Brasil (Figura 1). As folhas e talos, uma vez processados, séo
utilizados na preparacdo de chas e bebidas, que podem ser consumidas como uma infusao
preparada com &gua fria ou quente, chamada de "maté" no Uruguai e na Argentina, "tereré" no
Paraguai e "chimarrdo" no Brasil. O consumo nesses paises tem uma conotacdo cultural, sendo
uma tradicdo adquirida das populac@es nativas locais. Muitos consumidores bebem de 1 a 2 L
por dia, fomentando a sua cadeia produtiva (DARTORA et al., 2011; DELADINO et al., 2008;
DELADINO; NAVARRO; MARTINO, 2013; HECK; DE MEJIA, 2007).

Figura 1 — Mapa da América do Sul mostrando area de ocorréncia natural da erva-mate: 1
Argentina; 2 Brasil; 3 Paraguai e 4 Uruguai.

Fonte: Adaptado de HECK & DE MEJIA (2007); BERTE et al. (2011).

Segundo Junior ; Morand (2016) o Uruguai tem o maior consumo per capita 8-10 kg /
hab / ano; seguido pela Argentina que apresenta consumo em torno de 6,5 kg / hab / ano e, no
sul do Brasil corresponde a 3-5 kg / hab / ano. O menor consumo per capta no Brasil se deve
ao fato de que sdo somente nos trés estados do Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parand)
que o consumo € habitual. De maneira geral, na América do Sul o consumo medio de folhas

secas estimado € de 12 e 23 g / hab / dia, sendo esta quantidade equivalente ao consumo de cha
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(Camelia sinensis) na Asia e Europa, e café na Europa e América do Norte (BRACESCO et al.,
2011).

O cultivo da erva-mate pode ser por meio do sistema de producédo extrativista, em que
ela e colhida de plantas provenientes exclusivamente da regeneracdo natural conduzidas sob a
sombra de espécies arbdreas nativas (erva-mate nativa) ou de plantios monoespecificos e
equianeos com espacamento definido e a pleno sol (erva-mate plantada). Na maior parte dos
casos, ocorrem, situacOes intermediarias com ervais nativos adensados ou entdo plantios com
espeécies arbodreas nativas ou exoticas plantadas no intuito de proporcionar sombra para a cultura
(Embrapa, 2014). O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) reconhece essa
diferenca de acordo com a origem da producdo; os dados sobre a erva-mate nativa s&o
publicados no documento Producdo do Extrativismo Vegetal e da Silvicultura (PEVS) e os
dados sobre a erva-mate plantada séo publicados no documento Producdo Agricola Municipal
(PAM).

De acordo com dados publicados pela PAM em 2018, no Brasil a area plantada ou
destinada a colheita de erva-mate em 2017 foi de 75.810 hectares, com producdo de 619.003
toneladas e, valor de producdo de R$ 501.633,00, conforme demonstrado na Figura 2 (IBGE,
2018). No ano de 2016 a extracdo dos ervais nativos demonstrado pela PEVS foi de 346.953
toneladas, sendo 86,4% proveniente do estado do Parand, tornando-o o maior fornecedor de
erva-mate de ervais nativos ou sombreados do pais, com estimativa de produgdo em 151
municipios (IBGE, 2016). Dessa maneira, demonstra-se a importancia da erva-mate na geracéo
de emprego e renda, bem como na preservagao da biodiversidade e conservacao da fisionomia
florestal nativa (SIGNOR; DORNELES; BAUMEL, 2016; SIGNOR; MARCOLINI, 2017).

Figura 2 - Dados da Producdo Agricola Municipal (PAM) 2017 de erva-mate plantada.

619.003

500.000
400.000
300.000
200.000

100.000

J I

Area destinada a colheita ~ Quantidade produzida Valor da producéo

Fonte: IBGE, (2018).
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A erva-mate ndo é consumida como um produto bruto, sendo processada antes de chegar
ao consumidor. A sua producdo industrial pode ocorrer de diferentes maneiras, mas geralmente
0 processamento consiste nas etapas de (1) colheita, (2) torrefagdo/branqueamento ou sapeco,
(3) secagem, (4) moagem, (5) envelhecimento e (6) embalagem. Apds a colheita (mecanizada
ou manual) a erva-mate é exposta diretamente ao fogo a temperatura entre 250 e 550°C durante
um periodo que pode variar de 20 segundos a 8 minutos, com varia¢fes de acordo com o pais
em que a erva-mate é processada. Na sequéncia as folhas sdo expostas a uma corrente de ar
quente para reducdo da umidade, sendo que, existem diferentes maneiras de se efetuar essa
etapa de secagem, que pode durar de 3 a 18 horas. Em seguida é feita a trituracdo e a erva, em
alguns paises como Argentina e Uruguai, é submetida ao envelhecimento, que também
apresenta variacdes podendo ser natural (condi¢des naturais de temperatura e umidade por cerca
de 9 a 12 meses) ou forcado (armazenado sob condic¢des controladas de temperatura, umidade
e circulagdo de ar, pelo periodo de 30 a 60 dias). Normalmente, para 0 mercado interno durante
0 beneficiamento para chimarrdo a erva-mate € embalada e comercializada de imediato,
garantindo assim uma caracteristica apreciada pela maioria do mercado consumidor; a
coloracdo verde. Por fim a erva é misturada e embalada (JUNIOR; MORAND, 2016; HECK;
DE MEJIA, 2007; ISOLABELLA et al., 2010; POLIDORO et al., 2016; EMBRAPA, 2014).

Em sua composicdo, a erva-mate contém diversos constituintes, incluindo minerais
(magnésio, calcio, ferro, sdédio, manganés, potassio, aluminio, cromo, cobre, niquel, zinco),
vitaminas (A, C, B1, B2 e B6) e alguns aminoacidos ( acido aspartico, acido glutamico, glicina,
alanina, triptofano, cistina, arginina, histidina, lisina, tirosina, valina, leucina, isoleucina,
treonina, metionina e asparagina).Além disso, destaca-se por seu elevado teor de fitoquimicos,
particularmente, compostos fendlicos, alcaloides, flavondides e terpendides conforme descrito
na Tabela 1 (BERTE; RUCKER; HOFFMANN-RIBANI, 2011; BOAVENTURA et al., 2012;
DE MEJIA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017, EFING et al.,2008).

Algumas variaveis como tipo de cultivo (nativo ou plantado) bem como, a sua
procedéncia e localidade, o grau de exposicédo solar, o tipo de processamento e extracdo e a
parte da planta analisada exercem influéncia no contetdo e na concentracdo de alguns destes
compostos (BASTOS et al., 2006; DARTORA et al., 2011; DONADUZZI et al., 2003).



Tabela 1 - Principais fitoquimicos presentes na erva-mate.
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Classe Grupo

Fitoquimicos

Referéncia

Acidos fenélicos

Compostos fenolicos
(Polifenois) Acidos
monocafeoilquinicos

Acidos
dicafeoilquinicos

Flavonéides

(Polifendis flavondides) Taninos

Metilxantinas

Alcaloides

Carotendides e
saponinas

Terpenos

Acido cafeico

Acido 3 cafeoilquinico
ou &cido
neoclorogénico,
acido 4 cafeoilquinico
ou 4cido
criptoclorogénico
acido 5 cafeoilquinico
ou acido clorogénico
Acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido,
3,5-dicafeoilquinico e
4,5- dicafeoilquinico

Quercetina, canferol,
rutina, luteolina e
miricetina

Cafeina, teobromina e
teofilina

Acido ursélico e acido
oleandlico

Bastos et al., (2006);
Boaventura et al.,
(2012);
Dartora et al.,
(2011);De Mejia et al.,
(2010); Ribeiro et al.,
(2017).

Bastos et al.,2006;
Boaventura et al., 2012;
Dartora et al.,
(2011);De Mejia et al.,
2010; Ribeiro et al.,
2017.

Boaventura et al., 2012;
De Mejia et al., 2010;
Ribeiro et al., 2017.

Bastos et al.,2006;
Dartora et al., (2011);
De Mejia et al., 2010;

Ribeiro et al., 2017.

Bastos et al.,2006;
Boaventura et al., 2012;
De Mejia et al., 2010;
Donaduzzi et al.,
(2003); Ribeiro et al.,
2017.

Dartora et al., (2011);
Donaduzzi et al.,
(2003).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os vegetais possuem metabolitos denominados primérios e secundarios. Os metabolitos
primarios sdo responsaveis pela sintese de celulose, proteinas, lipideos e outras substancias
efetivas a realizacdo das fungdes vitais, tais como fotossintese, respiracao e outros (PEREIRA,;
CARDOSO, 2012). Os fitoquimicos sdo compostos do metabolismo secundario de plantas
superiores e, desempenham papel importante em seus mecanismos de defesa e
desenvolvimento. Os metabdlitos secundarios associam-se as estratégias de defesa frente a
fatores externos a planta como temperatura do ar, estresse hidrico, luminosidade, radiagéo solar
e ataque de predadores e pragas (PEREIRA; CARDOSO, 2012). O aumento da radiagéo induz
o fechamento estomatico aumentando a concentracdo intercelular de dioxido de carbono,

inibindo a sintese de compostos fenolicos (FERRERA et al., 2016). Esses compostos, também
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chamados de polifendis, sdo uma das principais classes de metabdlitos secundarios que através
da capacidade em doar hidrogénio ou elétrons e em virtude de seus radicais intermediarios
estaveis, que assim, atuam como antioxidantes. Dartora et al. (2011) atribuiu diferencas no
conteudo de compostos fendlicos totais ao fator ambiental e grau de exposicao solar. Os autores
os relacionam de maneira que, quanto maior o grau de exposi¢do, maior o nivel de &cidos
clorogénicos encontrados em amostras de I. paraguariensis, uma vez que a produgdo dos
mesmos pode ocorrer como um mecanismo de resposta fisiologico de defesa da planta. A
medida que mais estudos abordarem este fator em especifico, a questdo pode vir a ser melhor
elucidada.

Estes possuem atividades bioldgicas marcantes, despertando grande interesse devido a
sua capacidade de resposta a estimulos do meio ambiente. Assim, possuem ampla atividade
farmacoldgica de efeitos bioldgicos sobre a saide humana, bem como importancia comercial
nas areas alimentar, microbioldgica, agronémica dentre outras (SIMOES et al., 2007).

Em condi¢cdes adversas ao cultivo ocorrem modificacbes fisicas, quimicas e
enzimaticas, interferindo nos teores de metabolitos secundarios. Diversos fitoquimicos, como
por exemplo, os compostos fenolicos, sdo produzidos pelas plantas e apresentam fungdes
ecoldgicas importantes como protecdo contra herbivoros e patdgenos, dentre outras (FERRERA
et al., 2016). Esses compostos sdo apontados como a principal fonte de antioxidantes naturais
e atuam como agentes redutores, supressores de oxigénios singletes e doadores de hidrogénio,
agindo também como quelantes de metais (HECK; DE MEJIA, 2007; JOHN; SHAHIDI, 2010;
RUTZ et al., 2013). Quando consumidos regularmente, os compostos de acdo antioxidante da
erva-mate, tém demonstrado beneficios com relacdo a salde, indicando também efeitos anti-
inflamatorio, anti-obesogénico, antimutagénico, antibacteriano e antiviral, relatado em
experiéncias in vivo, que concluem, portanto, o encorajamento em seu consumo (BASTOS et
al., 2006, 2007; BRACESCO et al., 2011; DE RESENDE et al., 2015; FANG; BHANDARI,
2010).

Em estudos experimentais in vivo com ratos Wistar, foi demonstrado resultados
positivos relacionados ao consumo de erva-mate na prevencao de leséo hepatica induzida por
etanol (TAMURA et al., 2013) e efeitos anti-obesogénicos no metabolismo de lipideos (DE
RESENDE et al., 2015). Em humanos, Ribeiro et al. ( 2017) demonstraram correlacéo positiva
na reducdo dos niveis de marcadores sericos bioquimicos, especificamente creatina
fosfoquinase (CPK), em pacientes institucionalizados com traumatismo craniano. A redugéo
dos marcadores foi verificada apds administracdo de infuséo preparada & base de folhas de erva-

mate seca a 200°C, por 20 minutos (7g, 300 mL) via tubo nasoentérico ou dieta oral, duas vezes
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ao dia, por 14 dias, atribuindo esta regulacéo aos derivados da cafeina presentes na erva-mate.
Além disso, neste estudo apresentou-se uma tendéncia do grupo em que houve administracdo a
exibirem valores médios de glicemia inferiores ao grupo controle.

Por outro lado, associa-se 0 consumo de antioxidantes sintéticos ao possivel
aparecimento de doencas. Segundo os 6rgdos de saude publica como a Organiza¢do Mundial
de Saude (OMS), a utilizacdo excessiva e ingestdo prolongada destes aditivos alimentares
podem ser deletérias a saude, tornando portanto, necessaria a pesquisa por antioxidantes
naturais (FERRERA et al., 2016).

Embora a erva-mate receba atencdo devido a seu elevado teor de fitoquimicos com
atividade antioxidante, estes podem ter seus efeitos reduzidos por fatores externos e internos
gracas a sua alta sensibilidade a temperatura, oxidacao, pH e luz. Com isso, buscando manter e
melhorar a disponibilidade de antioxidantes, emprega-se o0 encapsulamento como uma maneira
de contornar problemas relacionados a sua estabilidade e desempenho (AUGUSTIN &
HEMAR, 2008; DE VOS et al.,2010).

2.2 ENCAPSULAMENTO

O encapsulamento apresenta-se como uma maneira promissora de proteger compostos
instaveis e/ou sensiveis, tendo como principal intuito reduzir perdas, proteger o material
encapsulado, controlar o tipo de liberacao, encobrir odor e/ou sabor do composto de interesse,
a fim de melhorar a sua processabilidade (FANG; BHANDARI, 2010; KUANG; OLIVEIRA,;
CREAN, 2010; LAINE et al., 2008). Atualmente, tem-se verificado que fitoquimicos tidos
como bioativos, a exemplo dos compostos fendlicos, podem ser protegidos por diferentes
materiais de parede empregados no processo de encapsulacao.

Deladino et al., (2008) encapsularam antioxidantes de extrato de erva-mate liofilizado
utilizando granulos de alginato e alginato-quitosana como materiais de parede com o objetivo
de analisar o efeito do sistema encapsulante nas propriedades mecanicas das esferas, estudar a
influéncia da matriz na estabilidade do composto ativo e suas propriedades de difusdo. Laine et
al., (2008) encapsularam compostos fenolicos de extrato de amora-branca-silvestre
(cloudberry) em maltodextrinas, pela técnica de liofilizagdo, objetivando melhorar a
estabilidade de armazenamento dos compostos encapsulados. Da Rosa et al., (2014)
encapsularam compostos fenélicos de extrato de amora-silvestre (Rubus fruticosus) pela técnica
de liofilizac&o, utilizando p-ciclodextrina, quitosana, goma xantana e hidrogel de goma xantana

e quitosana avaliando a eficiéncia de encapsulacdo, atividade antioxidante e a liberacdo
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controlada de compostos fenolicos. Cilek et al., (2012) encapsularam bagaco de cereja pela
técnica de liofilizacdo, utilizando maltodextrina e goma arabica em diferentes propor¢6es como
materiais de parede e duas relagdes nucleo-para-revestimento de 1:10 e 1:20 avaliando
eficiéncia de encapsulacdo, morfologia de superficie, tamanho de particula, atividade
antioxidante e cor das microcapsulas. Spada et al. (2012) e Deladino et al. (2014) encapsularam
betacaroteno utilizando como materiais de parede amido de pinh&o nativo, amido de pinh&o
hidrolisado e a mistura desses materiais com gelatina utilizando a técnica de liofilizacéo e, a
eficiéncia de encapsulamento, conteddo superficial, umidade, morfologia, solubilidade,
tamanho das particulas e temperatura de transicdo vitrea foram analisados. Rutz et al., (2013)
encapsularam suco de pitanga roxa (Eugenia uniflora L.) utilizando goma xantana, goma tara e
hidrogel de goma xantana e goma tara, avaliando a estabilidade de compostos fendlicos,
carotenoides e antioxidantes pelas técnicas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Difratometria de Raios-X e perfil de liberacdo. Nunes et al., (2015) encapsularam extrato
congelado de I. paraguariensis obtido no terceiro estdgio do processo de concentracdo de
congelamento, utilizando maltodextrinas, através da técnica de atomizagdo por spray drying,
avaliando o efeito do encapsulamento no teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante.
De Vos et al., (2010) descreveram ainda a utilizagdo de pectinas, dextrinas, amido e inulina
como materiais de parede para o encapsulamento de vitaminas lipossoluveis, carotenoides,
acidos graxos, fosfolipidios e bactérias probioticas, visando a preservacao da funcionalidade e
entrega dirigida de componentes alimentares bioativos.

Diversos procedimentos de encapsulamento séo propostos, mas considerando-se que 0s
componentes alimentares bioativos tém caracteristicas fisicas, quimicas e fisiol6gicas proprias,
a retencdo do ndcleo dentro de uma microcapsula, sua estabilidade e eficiéncia do
encapsulamento dependem de muitos fatores. Dentre estes, a estrutura e o peso molecular, a
polaridade, a volatilidade, a solubilidade em agua e 6leo, a interacdo do ingrediente com o
material de parede e a localizacdo dentro da estrutura da cépsula até a sua liberacdo séo
considerados os principais fatores (AUGUSTIN & HEMAR, 2008). Portanto, nenhum
procedimento pode ser considerado universalmente aplicavel, tornando necessarios estudos
especificos para adaptar cada ingrediente ao material de parede, bem como, a sua aplicagéo e a
liberacdo dos compostos de interesse para 0 meio. Além de atender aos requisitos citados é
imperativo ainda que o encapsulado suporte influéncias do ambiente durante o processamento,
armazenamento e transporte (DE VOS, et al, 2010).

De acordo com Risch & Reineccius (1995), uma das primeiras aplica¢es na industria

alimenticia foi o0 encapsulamento de aromatizantes por spray dryer na decada de 30, desde ent&o
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a tecnologia de encapsulagdo tem sido utilizada e, em decorréncia das inimeras atribuices
benéficas segue em répida expansdo. Dessa forma buscando aprimorar alimentos tradicionais,
0 uso dos componentes encapsulados podem trazer beneficios a saude dos consumidores
(AUGUSTIN & HEMAR, 2008; DESAI & JIN PARK, 2005; FANG; BHANDARI, 2010) e,
propriedades adicionais a ingredientes e embalagens de alimentos.

Conforme Kwak (2014) microencapsulacdo é a tecnologia na qual os materiais de
nucleo enrigquecido com compostos de interesse sdo embalados em materiais de parede para
formar um sistema de protecdo. Esta tecnologia pode ser aplicadvel para materiais solidos,
liquidos ou gasosos. Os materiais, encapsulados ou ndo, com tamanho superior a 5000 um sio
denominadas macro, entre 0,2 a 5000 um, micro e menores que 100 nm, materiais nanométricos
(AUGUSTIN & HEMAR, 2008; SILVA et al., 2014; TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Quanto a morfologia, os encapsulados sdo constituidos por duas partes, chamadas de
nacleo e parede. O nucleo consiste no material de interesse que se deseja encapsular e a parede
confere a sua protecdo ao ambiente externo, através da reducdo da taxa de evaporacdo e de
transferéncia de material do nicleo para o meio circundante. Diferentes morfologias podem ser
obtidas, de acordo com as propriedades caracteristicas do nucleo e da parede e, da técnica de
encapsulamento utilizada. Uma grande variedade de materiais de revestimento pode ser
utilizada nas formulagdes. Estes materiais podem ser classificados em quatro categorias; (1)
polimeros sollveis em &gua, (2) polimeros insollveis em agua, (3) material ndo polimérico
soltvel em agua e (4) material ndo polimérico insoltivel em dgua (FANG; BHANDARI, 2010).
Os materiais de parede devem ser comprovadamente Generally Recognized As Safe (GRAS) e
de grau alimenticio para aplicacdo em alimentos e farmacos (KUANG; OLIVEIRA; CREAN,
2010).

No encapsulamento para aplicacbes em alimentos, em geral, utilizam-se proteinas,
carboidratos, gorduras, surfactantes de baixo peso molecular e co-polimeros. A estrutura
molecular destes materiais e como eles podem ser montados em microestruturas fisicas
demonstra sua utilidade como encapsulantes relacionando-se a suas propriedades
emulsionantes, sua viscosidade e formacdo de redes de gel (AUGUSTIN & HEMAR, 2008).
Os carboidratos (amido, amidos modificados e gomas) sdo 0s materiais mais utilizados para a
encapsulacdo em decorréncia de sua aptidio em uma gama de compostos, além de sua
diversidade e em alguns casos, baixo custo (RUTZ et al., 2013).

Segundo Zhu (2017) a aplicacdo de diferentes técnicas de encapsulamento resultam em
estruturas com tamanhos e propriedades fisico-quimicas e de entrega diferentes. Os métodos

utilizados para encapsulagdo podem ser fisicos incluindo nesse caso extrusao, liofilizagéo,
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spray chilling, spray drying, revestimento de leito fluidizado, entre outros; métodos quimicos
como complexacdo, inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial ou fisico-quimicos, a

exemplo da coacervacdo e de lipossomas.

2.2.1 Liofilizagéo

A liofilizacdo, também chamada de freeze-drying ou criodessecacao, consiste em um
método de desidratacdo caracterizado pela secagem de uma amostra congelada pela sublimacéo
da agua na forma de gelo, sob vacuo, em baixa temperatura (COOK et al., 2012). Fonte; Reis;
Sarmento (2016), descrevem que durante o processo de secagem em liofilizador, o condensador
e a bomba de vacuo sdo os responsaveis por fornecer as condi¢des de temperatura ideal para
remocao de agua, podendo ser observados na Figura 3. Portanto, essa técnica é capaz de
preservar a qualidade de produtos, pois o material permanece congelado até estar
completamente seco. Este processo de secagem possibilita a reidratacdo em 6tima forma e
rapidez, permitindo aumento da vida Util de alimentos e facilitando o manuseio e
armazenamento dos mesmos, uma vez em que se obtém desidratados de alta qualidade
(CHAICOUSKI et al. 2014; FONTE; REIS; SARMENTO, 2016).

Desta forma, tratando-se de compostos termosensiveis e instaveis, a liofilizacdo é
indicada e considerada uma técnica eficaz para preservar estes componentes, apesar do elevado
custo e longo periodo requerido para a desidratacdo (AUGUSTIN & HEMAR, 2008; DESAI
& JIN PARK, 2005; FANG; BHANDARI, 2010). Os pos-liofilizados apresentam caracteristica
porosa, geralmente esmagados ou moidos ap6s a secagem, 0 que pode induzir variabilidade no
tamanho das particulas, assim como, na liberacdo do nucleo para a superficie ou ambiente
externo, quando encapsulados. Ainda assim, a liofilizacdo é bastante indicada como uma das
mais importantes técnicas de preservacdo adequada para aplicacGes de alto valor agregado
(KWAK, 2014).
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Figura 3 - Imagem ilustrativa de liofilizador.
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Fonte: LIOBRAS, (2010).

2.2.2 Material de parede

2.2.2.1 Goma arébica

A goma arabica também chamada de goma acacia ou fibra acdcia € um composto de
origem vegetal exudada dos caules e ramos de espécies especificas de Acécia; Acacia Senegal
e Acacia seyal. A goma arabica € composta principalmente de polissacarideos complexos, com
estrutura altamente ramificada, cuja cadeia principal de galactana liga-se lateralmente a cadeias
de galactose/arabinose, apresentando diferentes estruturas como D-galactose, L-ramnose, L-
arabinose e 2 acidos urdnicos (acido D-glucurbnico e acido 4-O-metil-D-glucurdnico),
contendo de 1 a 2,5% de proteina (Figura 4) (DICKINSON, 2003; GASHUA; WILLIAMS;
BALDWIN, 2016).

Na industria alimenticia, as gomas, os também conhecidas como hidrocoloides, atuam
principalmente na modificacdo e manutencdo das caracteristicas reoldgicas dos produtos, como
textura, viscosidade, consisténcia, aspecto e corpo. No Brasil a goma arabica é classificada
como um aditivo (INS 414), possui capacidade emulsificante, de agente estabilizador e agente
encapsulante, sendo muito utilizada, devido a sua solubilidade em agua, baixa viscosidade
guando comparada a outros polissacarideos de massa molecular similar, sabor suave e alta
estabilidade oxidativa, além de ser inodora e quase insipida (GASHUA; WILLIAMS;
BALDWIN, 2016).
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Multifuncional, a goma arabica é considerada GRAS, utilizada em produtos como doces
e chicletes, devido a suas propriedades de revestimento estdvel e agente texturizante e
gelificante, em vinhos e cervejas como agente protetor coloidal, clarificando e estabilizando a
espuma e também, em produtos dietéticos, pois além dos atributos tecnoldgicos possui

caracteristicas terapéuticas e imunomodulatérias (BOVO et al., 2016).

Figura 4 - Estrutura quimica da goma arabica.

Fonte: PRATA,2006 adaptado de ISLAM et al.(1997).

2.2.2.2 Frutooligossacarideo

Os frutooligossacarideos (FOS) sdo carboidratos que na maioria dos paises sao
considerados ingredientes alimentares. Possuem o status GRAS e, constam na lista de alimentos
com alegacOes de propriedade funcional aprovadas pela ANVISA (PASSOS; PARK, 2003;
ANVISA, 2008).

Os FOS sao compostos de origem vegetal que pertencem a classe de oligossacarideos
ndo digeriveis. A sua estrutura quimica constitui-se de uma cadeia cujo comprimento pode
variar de 2 a 60 unidades de frutose com uma unidade terminal de glicose unidas por ligagdes
beta glicosidicas (2-1) (Figura 5). Devido a estas caracteristicas ndo sdo hidrolisados pelo
sistema digestivo humano e sim pelas bactérias intestinais em acidos graxos volateis de cadeia
curta e gases. Por esta razdo sdo considerados prebidticos, pois incitam seletivamente o
crescimento e/ou a atividade de espécies de bactérias benéficas ao hospedeiro, principalmente
as bifidobactérias, apresentando propriedades bifidogénicas, refletindo significativamente na
prevencéo e controle de dislipidemias (SABATER-MOLINA, et al., 2009).

Os FOS séao soluveis em agua, altamente higroscopicos, apresentam capacidade de
retencdo de agua e viscosidade maiores do que da sacarose, bem como, estabilidade térmica
também superior. Além disso, apresentam ainda alta estabilidade em pH de 4 a 7 e quando
consumidos ndo séo utilizados como fonte de energia (SABATER-MOLINA, et al., 2009).
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Inicialmente a maioria dos FOS comercialmente disponiveis eram sintetizados a partir
de sacarose ou extraidos de partes comestiveis de algumas plantas como cebola, aspargos,
alcachofras, alho, raiz de chicédria entre outras. No entanto, podem ser também sintetizados
enzimaticamente a partir de sacarose por frutosiltransferases ou de inulina por endoinulinases
(SINGH; SINGH, 2010).

Figura 5 - Estrutura quimica do Frutooligossacarideo (FOS).

L L " M " M Ll

Fonte: SABATER-MOLINA, et al., (2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

A erva-mate in natura utilizada foi cedida pela empresa Mate Laranjeiras, proveniente
da cidade de Laranjeiras do Sul, localizada na regido Centro-Sul do Estado do Parana, Brasil
(25° 24' 28" S 52° 24' 57" O). As coletas foram realizadas de arvores com menos de 10 anos,
em cultivo ndo nativo, sombreado, com amostragem ao acaso, de forma estratificada,
representativa e atingindo todas as partes da planta (abrangendo os 4 sentidos cardeais, alto,
baixo e no interior da mesma), ocorrendo nos meses de marco e abril do ano de 2017. As folhas
sadias foram selecionadas e separadas dos galhos, higienizadas com agua corrente (para
remocao das sujidades superficiais) e, sanitizadas em solugéo de 200 ppm de cloro, imersas por
15 minutos, enxaguadas e submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar (American
Lab, AL — 102/480) a 35°C por 72 horas e, entdo trituradas em moinho de facas tipo Willye
(Fortinox, Star FT-50, Brasil ) com granulometria de 20 mesh.

As amostras de erva-mate comercial para chimarrao foram adquiridas no comércio local
da mesma cidade, verificando quais ndo possuiam outros ingredientes adicionados. Foram
adquiridas trés marcas, com data de fabricagdo entre os meses de marco e abril de 2017, néo
embaladas a vacuo. Estas amostras foram submetidas a peneira granulométrica de 20 mesh para
separacdo de galhos e talos. As marcas foram denominadas M, T e S. As ervas-mate in natura
e de marcas comerciais foram armazenadas em embalagens de nylon e polietileno, fechadas a
vacuo, armazenadas em ultrafreezer a temperatura de congelamento de -80° C.

Como materiais de parede foram utilizados frutooligossacarideo (Metachem) e goma
arabica (Reatec). Para determinacdo da capacidade antioxidante utilizou-se 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (DPPH) (Sigma-Aldrich), &cido 2,2'-azinobis-. 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico
(ABTS) (Sigma-Aldrich) e 6-hidroxi- 2,5,7,8-tetrametilcroman-2-acido carboxilico (Trolox®)
(Sigma-Aldrich). Os demais reagentes foram de grau analitico.

3.2 METODOS

3.2.1 EXPERIMENTO I Obtencéo e caracterizagao de extratos de erva-mate
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3.2.1.1 OBTENGAO DO EXTRATO

Para obtencdo dos extratos liquidos, 8g de erva-mate foram preparadas conforme
descrito por Deladino et al., (2008) com adaptac6es. Em um Becker de vidro, 40 mL do solvente
especifico (Agua destilada, etanol 100% ou &gua:etanol 1:1 v:v) foi adicionado a amostra, selado
com parafilm conforme Figura 6 e, mantido em banho termostatico tipo Dubnoff (Nova técnica,
NT 232, Brasil) a 50°C, com agitacdo mecanica branda (48 BPM) por 5 horas. Apos esse
periodo, os extratos foram filtrados utilizando papel filtro (12,5 cm de diametro e 14 um de
tamanho de poro), e o volume original reconstituido com os respectivos solventes e
armazenados em tubos de polipropileno protegidos da luz em ultrafreezer a -80°C até o
momento das analises.

Na Tabela 2 € apresentado o delineamento experimental utilizado para extracdo dos
compostos bioativos presentes nas diferentes amostras de erva-mate avaliadas (erva-mate in
natura seca em estufa e ervas-mate comerciais) e para os diferentes solventes (dgua, etanol,

agua:etanol). Todas as extracdes foram realizadas em triplicata.

Figura 6 — Obtencdo dos extratos de erva-mate.

la_o 8

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2 - Delineamento experimental para obtencdo dos extratos de erva-mate.

Tratamento Matéria-prima Solvente

1 F Agua

2 F Etanol

3 F Agua:Etanol (1:1)
4 M.1 Agua

5 M.2 Etanol

6 M.3 Agua:Etanol (1:1)
7 T.1 Agua

8 T.2 Etanol

9 T3 Agua:Etanol (1:1)
10 S.1 Agua

11 S.2 Etanol

12 S.3 Agua:Etanol (1:1)

F: folha seca em estufa, M: erva comercial marca 1, T: erva comercial marca 2, S: erva comercial marca 3. 3x4=12
tratamentos com 3 repeticGes cada, totalizando 36 amostras. Fonte: Elaborado pelo autor,2018.

3.2.1.2 CARACTERIZACAO DOS EXTRATOS

As andlises de caracterizacao foram desenvolvidas na Universidade Federal da Fronteira
Sul (UFFS), no Campus de Laranjeiras do Sul-PR. Todas as determinagdes foram realizadas
em triplicata.

As analises do teor de solidos totais, s6lidos soluveis (°Brix), pH e acidez titulavel foram

realizadas conforme metodologias do Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.2.1.2.1 Determinacéo de fendlicos totais

A determinacdo de compostos fendlicos totais dos extratos de erva-mate foi realizada
por meio do método espectrofotométrico com reagente Folin-Ciocalteu, de acordo com Bucic-
Kojic et al.,(2007) com modifica¢des. Adicionou-se em microplaca K12-096 (KASVI), 204 pL
de agua destilada, 10 pL de extrato e 44 pL de Folin-Ciocalteau a 10%, apds 5 minutos
adicionou-se 22 IL de carbonato de sddio a 7,5%. A placa foi mantida em repouso, na auséncia
de luz por 2 horas e posteriormente realizada leitura em comprimento de onda de 765 nm em
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO, Estados Unidos), descontando o valor do
branco (todos os reagentes menos o extrato) de cada medida. Uma curva padrao foi elaborada
com acido galico nas concentragGes de 0; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5 mg de EAG mL™. Os resultados
foram expressos em mg Equivalente de Acido Galico/y de erva-mate seca EAG g*
(KWIATKOWSKI et al., 2010).
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3.2.1.2.2 Determinacéo de flavonoides

Os flavondides totais foram determinados por meio da metodologia de Zhishen,
Mengcheng, Jianming (1999). Adicionou-se em microplaca K12-096 (KASVI), 25 pL de 4gua
destilada, 175 piL de extrato, 9 pIL de nitrito de sodio a 10%. Apos intervalo de 5 minutos foram
adicionados 9 pL de cloreto de aluminio, seguido por intervalo de 6 minutos, com posterior
adicdo de 60 pL de hidroxido de sodio. A leitura da placa foi realizada em espectrofotometro
(Thermo Scientific, Multiskan GO, Estados Unidos), no comprimento de onda de 510 nm. Para
leitura de branco foram utilizados os solventes no lugar dos extratos. Uma curva padréo foi
elaborada com padréo de Catequina, nas concentragdes de 10; 25; 50; 75 e 100 ug de Catequina

mL™. Os resultados foram expressos em mg Catequina g de extrato.

3.2.1.2.3 Determinagédo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada por meio da capacidade dos compostos
presentes nas amostras em doar hidrogénio para o radical livre DPPHe (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) de acordo com Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995), com reducdo do
radical cromoforo e mudanca da coloragdo da solugdo original de violeta intensa para amarelo,
proporcionalmente a concentracdo de compostos antioxidantes presentes na amostra. Para
tanto, primeiramente a solucdo de DPPH« (2,4 mg do radical DPPH diluida em metanol 0,06
mM), foi ajustada para um valor de absorbancia de 1,08 a 1,12 nm em comprimento de onda
de 515 nm. Adicionou-se em microplaca K12-096 (KASVI), 7 pL de extrato diluido (50 pL de
extrato completado para 10 mL do respectivo solvente) e 273 L de DPPHe. Imediatamente
iniciaram-se as leituras no comprimento de onda de 515 nm, a cada 2 minutos até que fosse
possivel observar valores estaveis entre as leituras. Para leitura de branco foram utilizados os
solventes no lugar dos extratos. Os resultados foram expressos em m pg de Equivalente de
Trolox® g de erva.

A atividade antioxidante do extrato também foi avaliada através da inibicéo do radical
ABTSe+ (2,2'-azinobis-. 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) de acordo com Kuskoski et al.,
(2005), com reducéo do radical croméforo e mudanca na coloragédo original de verde intenso
para verde claro, proporcionalmente a concentracdo de compostos antioxidantes presentes na
amostra. A solucdo ABTSe+ foi diluida em &lcool etilico até se obter uma absorbéancia de 0,70
+ 0,05 nm a 734 nm. Adicionou-se em microplaca K12-096 (KASVI), 3 uL de extrato diluido
(50 uL de extrato completado para 1 ml do respectivo solvente) e 277 uL de ABTSe+. Apés 6
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minutos de reagdo em ambiente escuro, foi realizada leitura da absorbancia em 734 nm. Para
leitura de branco foram utilizados os solventes no lugar dos extratos. Os resultados foram
expressos em ug de Equivalente de Trolox® g* de erva.

A atividade antioxidante tanto pela inibi¢ao do radical DPPHe quanto do ABTSe+ foram
quantificados com base nas curvas de calibragéo utilizando solugcdo mée de Trolox® 4000 puM
(5 mg de Trolox® diluido em metanol completado para 5 mL). Para DPPHe as concentragdes
utilizadas nos pontos da curva foram 0; 60; 400; 600; 800; 1000 e 2000 uM de Trolox® e para
ABTSe+ 0; 60; 100; 400; 800 e 2000 uM de Trolox®.

3.2.2 EXPERIMENTO Il Microencapsulagao de extrato de erva-mate

3.2.2.1 ELABORACAO DAS MICROPARTICULAS

As solugdes poliméricas de goma ardbica e FOS para utilizacdo como material de parede
foram misturadas em diferentes proporcdes, conforme Tabela 3. O extrato e os materiais de
parede foram utilizados na proporcao 1:1 em relacéo ao teor de sélidos totais das misturas. Os
agentes encapsulantes foram adicionados ao extrato liquido de erva-mate e submetidos a
agitacdo constante por 10 minutos para homogeneizacdo (Figura 7) em agitador mecanico
(Marconi, MA259/50A2000, Piracicaba). Na sequéncia cada mistura foi congelada em

ultrafreezer (-80°C) para posterior liofilizacao.

Tabela 3 - Delineamento experimental para o encapsulamento do extrato de erva-mate.

Tratamento Coqc&e_ntragéo goma Concentragdo FOS ] _Concentragé_o extrato
Arébica (g 100g™) (g 100g) (g s6lidos g material de parede™)

1 0 100 1:1

2 25 75 11

3 50 50 11

4 75 25 11

> 100 0 11

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 7 - Esquema de preparacdo dos complexos para o processo de encapsulamento.

Ssa0po0 Congelamenta

(-80°C f 24 horas)

Homogeinizagio

Extralo Liofilizagdo

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.2.2 LIOFILIZACAO

Ap6s 24 horas em ultrafreezer, as amostras foram secas em liofilizador de bancada marca Liotop (Sao
Carlos — SP) modelo L101 por 27 horas ( 98/ 119 uHg; 55°C; 214 Vca).

3.2.2.3 CARACTERIZACAO DOS MICROENCAPSULADOS

Para as andlises de caracterizacdo dos microencapsulados, foram adicionados em tubo
de polipropileno protegido da luz, 0,05 g das microcépsulas e 9,95 mL de solvente agua:etanol.

As misturas foram homogeneizadas em vortex por 1 minuto e centrifugadas por 10 minutos.

3.2.2.3.1 Determinacdo de fendlicos totais

A analise de compostos fendlicos totais foi realizada conforme mencionado no item
3.2.1.2.1.

3.2.2.3.2 Determinacdo de flavonoides

A analise de flavondides foi realizada conforme mencionado no item 3.2.1.2.2.

3.2.2.3.3 Determinacdo de atividade antioxidante

A determinacdo de atividade antioxidante foi realizada conforme mencionado no item
3.2.1.2.3.
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3.2.2.3.6 Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As temperaturas de degradacdo dos matérias de parede, extrato puro liofilizado e
microencapsulados foram determinadas por meio da analise de calorimetria diferencial de
varredura (DSC), em equipamento Netzch, modelo Polyma 204, utilizando 6,0 mg de amostra,
com aquecimento de 30°C até 400°C com taxa de aguecimento de 10°C min‘e um fluxo de
nitrogénio de 40 mL min. A temperatura de cada pico foi determinada para a verificacio da

degradacdo dos componentes presentes nas amostras.

3.2.3 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a médias referentes as determinacdes realizadas,
ao menos, em triplicata e submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparacao
de média de Duncan com 95% de confianca (p>0,05), utilizando o software Statistical Analysis
System (SAS).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Experimento | - Obtencdo e caracterizacdo de extratos de erva-mate

Na Tabela 4 sdo mostrados os resultados da caracterizacdo fisico-quimica dos extratos
de erva-mate obtidos com diferentes solventes em relagdo ao teor de solidos totais, sélidos

sollveis, pH e acidez titulavel.

Tabela 4 - Caracterizacdo fisico-quimica dos extratos de erva-mate.

Erva-Mate
Propriedades Solvente
F M S T
. ] A a1,97+0,97 B a 1,04+0,28 B a1,82+0,17 A a 1,20+0,28 A
Sdlidos totais
) E a 4,55+0,26 A b 2,82+0,55 A ¢ 1,68+0,09 A € 0,90+0,16 A
0
AE ab 1,92+0,17 B a2,46+0,15 A  bc 1,32+0,54 A € 0,93+0,15 A
) ) €1,29+0,19 C a3,47+0,38 B b 2,02+0,14 C a3,42+0,21 C
Solidos sollveis
CBrix) E ab 4557+2,06 A b 43,71+0,54 A ab 45,30+0,61 A a46,47+0,31 A
°Brix
AE c41,12+0,07 B b 44,47+0,35 A b 44,02+0,21 B a 45,40+0,09 B
A ¢ 5,50+0,02 B b 5,97+0,01 B a6,23+0,08 A a6,17+0,01 A
pH E ¢5,05+0,10 C d 4,41+0,04 C b 5,39+0,04 B a 5,78+0,03 B
AE ab 6,18+0,02 A b 6,10+0,02 A a6,27+0,08 A a6,23+0,05 A
) ) ab 0,14+0,06 A a0,19+0,03 A ab0,14+0,01 A b 0,09+0,01 A
Acidez titulavel
) ) b 0,04+0,00 B b 0,03+0,01 B a0,08+0,01 B b 0,03+0,01 C
(Acido citrico 100 g1)
AE a 0,15+0,03 A a 0,16+0,03 A b 0,04+0,00 C b 0,05+0,01 B

F: Erva-mate seca, M: Marca comercial 1, S: Marca comercial 2, T: Marca comercial 3, A: solvente agua, E:
solvente etanol, AE: solvente agua:etanol (1:1, v:v). Letras maitsculas diferentes na coluna diferem entre as
amostras pelo solvente e letras minUsculas na linha, diferem entre si para cada tipo de erva-mate, ambas pelo teste
de Duncan (p<0,05). Fonte: Elaborado pelo autor.

O teor de solidos totais ndo diferiu entre os tipos de erva-mate, utilizando agua como
solvente. Na utilizacéo de etanol, esta concentragéo foi superior na erva-mate F (seca) e, quando
empregado solvente dgua:etanol a amostra M apresentou a maior concentragéo, seguida pelas
amostras F>S>T (Tabela 4).

As amostras S e T ndo apresentaram varia¢fes na concentracdo de solidos totais entre
o0s solventes utilizados. A erva-mate F apresentou maior concentracdo de sélidos totais com
etanol e a erva M com os solventes etanol e agua:etanol (Tabela 4). A concentracdo de sélidos
totais pode estar relacionada com o processo de extracdo, solubilidade dos solidos nos
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solventes, tamanho das particulas e também com o processo de remocdao das particulas solidas
de erva-mate, através da filtracdo. Desta forma, particulas menores tendem a favorecer os
processos extrativos, por apresentarem elevada superficie de contato, e também dificultam a
remocao das mesmas nos processos de filtracdo, resultando em concentracdes de sélidos totais
elevadas.

A andlise de soélidos soliveis, independente do solvente utilizado, resultou em
concentracdes superiores nas marcas comerciais (Tabela 4). Os resultados justificam-se em
funcdo do processamento apds a colheita empregado em ervas comerciais, pois estas sofrem
sapeco, secagem e moagem. A erva F sofreu apenas secagem branda em estufa, seguida de
moagem. Bastos et al. (2006) reportaram teores de 1,60+0,63 mg mL™ de sdlidos solGveis em
extrato aquoso de erva-mate obtido a partir de folhas recém colhidas, 3,35+1,34 mg mL* em
folhas parcialmente secas submetidas a etapa de sapeco e 5,99+1,16 mg mL™* em folhas ap6s
secagem em tambores rotativos e moagem, com amostras oriundas do estado do Parana. Os
autores constataram que a intensidade do tratamento térmico se relaciona ao aumento de sélidos
solGveis em extrato aquoso de erva-mate, possivelmente, devido a ruptura celular que ocorre
com o emprego de calor e impacto mecanico durante o processamento.

Dentre todas as ervas analisadas o solvente etanol obteve os maiores teores de sélidos
soltveis (Tabela 4). Chaicouski et al. (2014) descreveram resultados semelhantes ao analisar
extratos aquosos e hidroalcéolicos (agua e solucdo de alcool etilico 70% v/v) obtidos a partir
de erva-mate comercial por percolacdo em funil de separacgéo, durante 24 horas, em temperatura
ambiente. As fracGes obtidas no extrato aquoso ndo resultaram em leitura no refratdmetro
enquanto o teor de solidos soltveis no extrato hidroalcéolico foi de 43,75 °Brix.

A determinacdo de solidos soliveis é uma ferramenta utilizada pela industria na
determinacdo aproximada do teor de agucares de seus produtos, uma vez que representam o
conteddo de acgucares sollveis, acidos organicos e outros constituintes menores (PIMENTA et
al., 2014). Assim, a utilizacdo de etanol, mesmo diluido (50%), favorece a extracdo dos
acucares, acidos organicos e outros componentes, com polaridade semelhante a este solvente,
presente em amostras de erva-mate.

O pH dos extratos obtidos e analisados variou entre 4,41+0,04 (ME) e 6,27%0,08 (SAE),
(Tabela 4) apresentando valores proximos aos do pH do respectivo solvente utilizado. A
industria utiliza o controle de pH como uma das ferramentas disponiveis no intuito de controlar
processos de deterioracdo devido ao crescimento microbiano. Portanto, a determinagédo do pH
é de suma importancia uma vez que grande parte dos microrganismos crescem em ambientes

com pH entre 5 e 9, considerando valores abaixo de 4,5 ideais por ndo ocorrer 0



37

desenvolvimento de Clostridium botulinum e de bactérias patogénicas (MADIGAN et al.,
2008). Desta forma, os extratos de erva mate caracterizam-se como produtos pouco acidos,
sendo necessario 0 armazenamento com auxilio de baixas temperaturas ou 0 emprego de
processos de secagem para evitar o desenvolvimento de microrganismos nos mesmos.

A acidez titulavel variou entre 0,03+0,01 (ME e TE) e 0,19+0,03 (MA) g de acido
citrico em 100 g mL™ de extrato (Tabela 4). A acidez relaciona-se tanto aos acidos organicos
existentes no alimento quanto aos provenientes de alteracfes quimicas que podem ocorrer,
como a oxidacéo, estando, portanto, diretamente ligada a conservacao do produto (1AL, 2008).
A menor acidez foi observada nos extratos etanolicos, exceto para a erva comercial S,
evidenciando-se que os componentes dos extratos com caracteristicas acidas apresentam alta
polaridade, ndo sendo extraidos nesse solvente. A agua foi o solvente mais eficiente na extracao
dos &cidos que resultam na acidez titulavel, pois estes compostos também sdo polares,
mostrando que as diferengas na extracdo se relacionam a afinidade que 0s mesmos possuem
perante o solvente utilizado.

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados da quantificacdo dos compostos bioativos nos
extratos de erva-mate obtidos com diferentes solventes. Os compostos fendlicos totais e
flavondides sdo os compostos mais abundantes na erva-mate e os principais responsaveis pela
atividade antioxidante da mesma, que foi determinada frente aos radicais DPPHe e ABTS «+.

A quantificacdo de compostos fendlicos totais quando analisada frente aos solventes
empregados resultou em variagdo de 55,23+1,41 a 58,98+0,10 mg GAE g* para agua,
54,48+1,19 a 58,71+0,82 mg GAE g* para o solvente etanol e maiores concentragdes,
58,88+1,05 a 65,78+1,54 mg GAE g* quando utilizado agua:etanol, sendo que apenas a erva F
(folha seca) n&o diferiu (p<0,05) entre os solventes utilizados. No entanto para 0s outros tipos
de erva empregadas, o solvente agua:etanol demonstrou extracdo mais eficiente nas marcas
comerciais M>T>S=F (Tabela 5). Pode-se dizer que tais diferencas observadas na concentracédo
dos compostos fendlicos totais dos extratos aquoso, alcodlico e hidroalcodlico sdo consistentes,
uma vez que estudos apontam solventes com composi¢ao hidroalcodlicos como mais vantajosos
na extracdo desta classe de compostos (BOAVENTURA et al., 2015; MURAKAMI et al.,
2013). Ainda, segundo Naczk & Shahidi (2006) a solubilidade dos compostos fendlicos nédo é
tida apenas em funcdo da polaridade do solvente utilizado na extracdo, podendo ser também
influenciada pelo grau de polimerizagdo dos mesmos. Considerando que quimicamente 0s
fenois possuem estrutura variavel, englobando desde moléculas simples até moléculas com alto

grau de polimerizacéo, justificam-se as variagdes demonstradas na Tabela 5.
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Tabela 5 — Quantificacdo de compostos bioativos e atividade antioxidante dos extratos de erva-

mate.
Propriedades Solvente Frva-Mate
M S T
Compostos A ab57,89+1,12 A  ab57,19+1,70B b5523+141B a58,98+0,10 AB
fendlicos E a 58,71+0,82 A b 54,48+1,19 B ab57,41+1,02 AB a58,16+1,17B
totais? AE €59,41+0,48 A a65,78+1,54 A c58,88+1,06 A b61,85+1,53A
A € 1055+306 C bc 1433+229 C b 164339 C a 2537+102 C
Flavonoides? E a 3625131 A b 3106+93 B ab 34714209 B ab 3293194 B
AE € 262554 B b 43231247 A b 4498+48 A a5283+372 A
DPPHs*® A ab 235724398 A a23803+99 A € 22326+38 A b 23036+20 A
E a23107£179 A a21521+1194 AB  a21219+142B  a23059+1218 A
AE a23374+£186 A a22724+112 B € 19806570 C b 21044+33 A
A ab 3367 A c297+13 A bc 30810 A a353+18 A
ABTSe+* E c275+19B ab 323+28 A b 313+9 A a 35219 A
AE a270+11B c1l76+7 B b199+1 B bc 182+13 B

!Expresso em: mg GAE/ g.2Expresso em: mg catequina/ g.>*Expresso em: pM Trolox® g F: Erva-mate seca, M:
Marca comercial 1, S: Marca comercial 2, T: Marca comercial 3. A: solvente agua, E: solvente etanol, AE: solvente
agua:etanol (1:1, v:v). Letras maiusculas diferentes na coluna diferem entre as amostras pelo solvente e letras
minusculas na linha, diferem entre si para cada tipo de erva-mate, ambas pelo teste de Duncan (p<0,05). Fonte:
Elaborado pelo autor.

Sroka et al. (2015), mensuraram o teor de compostos fendlicos em extratos obtidos de
diferentes matérias-primas vegetais, dentre elas erva-mate, quantificando maior teor na
extracdo com metanol, a 50°C, por 48 horas, quando comparado ao teor obtido na posterior
extracdo aquosa a 45°C, armazenada por 48 horas a 4°C. Deladino et al. (2008) relatam ter
quantificado em extratos aquosos de erva-mate comercial procedente da Argentina, 62,11+1,16
mg de GAE g, obtidos em banho termostatico a 100°C por 40 min. De Mejia et al. (2010)
guantificaram compostos fendlicos em erva-mate comercial, preparando extratos conforme
consumo tradicional do chimarrdo, adicionando dgua na temperatura de 98°C por 10 minutos.
Dessa forma, quantificaram entre 13 marcas comerciais de erva-mate fabricadas na Argentina
e no Paraguai, em média 136,8+24,8 mg GAE g de folha seca. Gullon et al. (2018) obteve
61,62+1,03 mg GAE g de residuo seco de erva-mate utilizando como solvente etanol 50%,

nas condicdes de temperatura e tempo de 50°C e 180 minutos.
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A diferenca entre os teores citados e os do presente estudo, podem ser justificadas pela
disparidade entre as matérias-primas da qual se originaram os extratos analisados, a propria
metodologia aplicada para obtencdo dos mesmos e as diferentes procedéncias das amostras,
ressaltando variaveis a saber; tipo de cultivo (nativo ou plantado), procedéncia e localidade,
grau de exposicédo solar, como exemplos de fatores que podem exercer influéncia no contetido
de compostos fendlicos (BASTOS et al., 2006; DARTORA et al., 2011; DONADUZZI et al.,
2003).

No que se refere ao tipo de erva-mate estudada, fresca submetida apenas a secagem ou
comercial, j& foi observado por Bastos et al., (2006) que o contetdo de compostos fendlicos se
relaciona ao tipo de processamento ao qual a erva fora sujeita, com aumento na quantificacéo
de acido clorogénico em extratos oriundos de folhas submetidas ao processamento incluindo as
fases de sapeco, secagem e moagem. Dartora et al. (2011) concluiu em seu estudo que o
processamento ao qual as folhas de erva-mate foram submetidas p6s-colheita teve influéncia
critica na composicdo dos compostos bioativos, pois, as amostras submetidas ao branqueamento
e secagem (chimarrdo) continham mais compostos fendlicos e consequentemente atividade
antioxidante mais intensa quando comparadas com folhas oxidadas (cha preto).

Levando em consideracdo a presenca das enzimas polifenoloxidase e peroxidase em
frutas e produtos vegetais, dentre eles a erva-mate, e seus mecanismos de oxidacdo de
compostos fendlicos (DARTORA et al., 2011; MUTHUMANI; KUMAR, 2007; OBANDA et
al.,2011), justificam-se os resultados encontrados no presente estudo pois 0 processamento ao
qual a erva-mate coletada foi submetido, provavelmente, ndo foi suficiente para inativar tais
enzimas, pois empregou temperatura de 50°C.

Outra relacdo que pode ser feita € quanto a parte da planta utilizada, tais como, folhas,
talos e casca. Nao existe a obrigatoriedade em informar na embalagem de ervas comerciais a
proporcéo de folhas e talos, tornando essa composi¢édo caracteristica de cada marca, pois é uma
variavel que exerce influéncia no sabor do produto final. Além disso, durante o processo de
trituracdo os talos com maior granulometria, podem ser novamente triturados adequando-os
para introducdo no produto comercial (VIEIRA et al., 2009). Pagliosa et al. (2010),
guantificaram maiores teores de compostos fenolicos totais e atividade antioxidante usando o
radical livre DPPH em extratos metandlicos e aquosos feitos com cascas e galhos de erva-mate
(llex paraguariensis) quando comparado a extratos obtidos utilizando apenas folhas. A amostra
de erva mate F foi composta exclusivamente de folhas, as quais foram secas em estufa a 50°C

por 72h. Assim, a hipGtese de que temperaturas de aproximadamente 35°C durante a secagem,
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sem etapa de branqueamento, sdo favoraveis para a manutencdo dos compostos fenolicos em
extratos de erva-mate é negada.

A concentracdo de flavondides, outra classe de fitoquimicos presente na erva-mate, foi
superior quando utilizado o solvente agua:etanol entre todas as marcas comerciais, diferindo,
portanto, apenas aos resultados obtidos para a erva F (seca) (Tabela 5). Gullén et al., 2018
descreveram resultados similares, ao analisar extratos obtidos a partir de residuos de erva-mate
com diferentes solventes quantificando teores maiores de flavondides utilizando etanol 50%
qguando comparado a utilizacdo de adgua. Tais resultados podem ser atribuidos ao fato de que o
canferol e a quercetina sdo insollUveis em meio aquososo, sugerindo a hipotese de se ter
extraidos e quantificado apenas a rutina (RIBEIRO et al., 2017). Isolabella et al. (2010)
atribuiram quantidades de rutina diretamente relacionadas ao processo de industrializacdo ao
qual a erva-mate comercial é normalmente submetida, obtendo teores menores no inicio do
processo industrial, observando incremento quando comparados 0s processos de sapeco e
secagem.

Os resultados encontrados neste estudo, referentes a maior quantificacdo de flavondides
gue compostos fenolicos, conforme também observado na Tabela 5, vdo ao encontro com 0s
obtidos por Gullén et al. (2018), no qual os autores sugerem a revisao da utilizacdo do padrdo
mais amplamente utilizado para quantificacdo dessa classe de compostos; o acido galico.
Robards et al. (1999) sugerem que em geral os flavondides possuem atividade antioxidante
superior que um grupo da classe dos compostos fenolicos; os acidos fendlicos o qual o acido
cafeico esta presente na erva-mate.

O maior teor de flavonoides observado neste estudo foi de 5357+373 mg catequina g
na erva-mate comercial T, utilizando o extrato agua:etanol (Tabela 5). Tanto o grupo dos
compostos fendlicos como dos flavondides apresentam compostos que sao caracterizados por
apresentarem alto potencial antioxidante. A atividade antioxidante dos extratos foi medida
através da capacidade dos compostos presentes em inibir os radicais DPPH. e ABTS.+. Como
resultado obteve-se atividade antioxidante entre 327923+9247 (SAE) uM Trolox® e
394611+1397 (MA) uM Trolox® para DPPH- e de 17586+714 (MAE) uM Trolox® a
3528611843 (TA) uM Trolox® para ABTS.+.

Oh et al. (2012) analisaram e compararam a atividade antioxidante e antimicrobiana de
extratos aquosos e etanolicos (90%, v/v) de 11 ervas aromaticas, dentre elas I. paraguariensis.
Utilizaram agua para simular as condi¢des gerais de preparo para consumo e etanol para avaliar
a eficiéncia da solubilidade de compostos bioativos polares e apolares. As amostras finamente

moidas (50g) foram adicionadas em 1 litro de 4gua aquecida a 80°C, com agitacdo magnética
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suave por 10 minutos. Os extratos etanolicos foram preparados na mesma propor¢éo e agitados
por 12 horas a temperatura ambiente. Posteriormente os extratos foram filtrados com papel
filtro, rotaevaporados, liofilizados e mantidos fechados hermeticamente a -20°C até as analises.
O contelido de compostos fendlicos apresentou variagio de 10,98 a 144,52 mg GAEg™. O
segundo maior conteudo nos extratos etandlicos foi atribuido a I. paraguariensis (66,86 mg
GAEg?), descrevendo que de maneira geral, a utilizagdo do solvente etanol nas ervas
aromaticas resultou em maiores quantificacdes de compostos fendlicos, quando comparado ao
solvente agua, inclusive para a erva-mate. Quanto ao teor de flavondides, em ambos os extratos
de I. paraguariensis os autores quantificaram altas concentracoes, sendo a do extrato etandlico
(48,33+2,16) 0 maior encontrado dentre as amostras.

O estudo de Oh et al. (2012) apontou ainda, a determinacdo da atividade antioxidante
frente aos radicais DPPH. e ABTS-+ de I. paraguariensis como sendo a segunda maior, porém
0s resultados desse estudo, bem como os de outros estudos ndo podem ser comparados se a
expressao e a utilizacdo dos padrdes ndo for a mesma, como pode ser observado na Tabela 6.
Porém, é possivel inferir que os extratos de erva-mate se destacam pela sua elevada capacidade
antioxidante e que os mesmos gquando obtidos com etanol tendem a ter elevada atividade
antioxidante.

A solugdo solvente agua:etanol (50%, v:v) foi selecionada, pois essa mistura resultou
em extratos com maior concentracdo de compostos fendlicos totais e flavondides. Dentre 0s
tipos de erva-mate estudados foram verificadas diferencas entre todas as amostras (p<0,05),
sendo que 0s menores teores desses compostos bioativos foram verificados na erva-mate seca
(F), levando a escolha de uma erva-mate comercial. Com base nos resultados de caracterizagéo
fisico-quimica dos extratos, optou-se pelo prosseguimento do estudo utilizando a matéria-prima
erva de marca comercial denominada T, que apresentou menor conteldo de sélidos totais e
maior conteddo de sélidos solUveis (°Brix) entre as marcas analisadas (p>0,05). Uma vez que
0 conteldo de sdélidos sollveis é considerado um indicador de rendimento, podendo ser
inclusive utilizado para avaliar a eficiéncia do solvente utilizado na extragéo e assim justifica-

se a escolha.
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Tabela 6 — Referéncias trabalhos desenvolvidos e expressdo dos resultados de analises da
atividade antioxidante de llex paraguariensis

Estudo/autor/ano

Resultados de atividade
antioxidante expresso

Valor

Antioxidant and antimicrobial
activities of various leafy herbal teas
(OH et al., 2012)

Mg &cido ascérbico equivalentes por
grama de matéria seca

Extrato aquoso
17,90+0,61 (DPPH)
44,46x7 21(ABTS)
Extrato etanélico
58,24+0,58 (DPPH)
80,51+0,17 (ABTS)

Antiradical activity and amount of

Numero de unidades antiradical por

Extrato aquoso

phenolic compounds in extracts miligrama de extrato e por gramade 2 76+0,17
obtaln_ed from some plant raw . matéria seca Extrato metanclico
materials containing methylxanthine

alkaloids (SROKA et al., 2015) 1,17+0,45

Release of yerba mate antioxidants %I (Inibicao do radical livre DPPH 69,18 — 69,69

from corn starch-alginate capsules as
affected by structure (CORDOBA et
al., 2013)

em percentual) matéria seca

Phenolic Antioxidants Identified by
ESI-MS from Yerba Maté (llex
paraguariensis) and Green Tea
(Camelia sinensis) Extracts
(BASTOS et al., 2007)

%I (Inibicao do radical livre DPPH
em percentual)

ECso (Concentracdo do substrato que
causa 50% de reducdo da atividade
DPPH)

Extrato aquoso
87,78+0,76
Extrato etandlico
92,05+0,60

Corn starch systems as carriers for

%I (Inibicao do radical livre DPPH

Extrato aquoso

yerba mate (llex paraguariensis) em percentual) 40 2 90
antioxidants (DELADINO et al.,

2014)

Chemical Composition and ICso (Concentragdo do substrato que  2,52+0,51

Antioxidant Activity of Yerba-Mate
(llex paraguariensis A.St.-Hil.,
Aquafoliaceae) Extract as Obtained
by Spray Drying (BERTE et al.,
2011)

causa 50% de redugdo da atividade
DPPH)

Encapsulation of natural antioxidants
extracted from llex paraguariensis
(DELADINO et al., 2008).

ECso (Concentracdo do substrato que
causa 50% de redugdo da atividade
DPPH)

Extrato aquoso liquido
0,7240,09

Extrato liofilizado
1,05+0,25

UPLC-PDA-MS evaluation of
bioactive compounds from leaves of
llex paraguariensis with different
growth conditions, treatments and
ageing (DARTORA et al., 2011)

ECso (Concentracdo do substrato que
causa 50% de redugdo da atividade
DPPH)

%I (Inibigdo do radical livre DPPH
em percentual)

Extrato hidroalcodlico
37,86+0,21 a 1439+0,32

Microencapsulation of freeze
concentrated llex paraguariensis
extract by spray drying (NUNES et
al., 2015)

ECso (Concentracdo do substrato que
causa 50% de redugdo da atividade
DPPH)

Extrato aquoso
19,63+0,10 a 29,52+0,32

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.2 Experimento Il — Microencapsulagdo de extrato de erva-mate

4.2.1 Caracterizagdo dos encapsulados

Os resultados da analise estatistica, aplicados aos dados experimentais de quantificacdo
dos compostos fendlicos totais, flavondides e atividade antioxidante frente aos radicais DPPH-
e ABTS-+ no extrato hidroalcodlico de erva-mate liofilizado e encapsulados séo apresentados
na Tabela 7. Na Figura 8 podem ser observados os extratos apos a liofilizagdo. Os resultados
para o extrato puro de erva-mate liofilizado, sem adicdo dos agentes encapsulantes, denominado
controle foram utilizados como base de comparagdo com os dados obtidos para as diferentes

formulacdes.

Tabela 7 - Quantificacdo dos compostos bioativos nos microencapsulados de erva-mate.

Material  Formulagso COMP.

de parede FENOLICOS! FLAVONOIDES? DPPH+? ABTS+
G F
0 0 C 56,5¢0,13 11352581:+1641302° 2595+449° 48033+4202°
0 100 | 108,641,022 20536774+1546806 6278+515 10444415765
25 75 I 110,2+0,24 20415484+1895967° 5774£652° 1031356788
50 50 1 111,2+0,38 20532760+1954917° 5778+561° 99266+12320°
75 25 \Y, 110,2+0,28" 20242581+1525035 5665+5587" 100266+3548°
100 0 Y 110,6+0,36° 21788674+2042827° 56702717 99206+4256°

!Expresso em: mg GAE 100g™ de extrato presente no liofilizado. 2Expresso em: mg catequina 100g- * de extrato
presente no liofilizado **Expresso em: mM Trolox® 100g™* de extrato presente no liofilizado. Médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 8 — Caracteristica macroscopica dos extratos hidroalcodlicos de erva-mate liofilizados
utilizando frutooligossacarideo e goma arabica em diferentes propor¢des como materiais de
parede.

} } e ‘ ey P
Fonte: Elaborado pelo autor.
Analisando a Tabela 7 é possivel observar que houve diferenca entre o teor de
compostos fenolicos e de flavonoides entre controle e os encapsulados (p<0,05), sugerindo que

a microencapsulacao foi capaz de proteger os fitoquimicos presentes no extrato. O extrato de

erva-mate foi produzido utilizando-se 6 g em 30 mL de solvente. A proporcdo de extrato e
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material de parede empregados no processo de encapsulamento foi de 1:1 (g:g), em massa de
extrato e material de parede. Assim, é possivel verificar que o extrato liofilizado sem adi¢éo de
material de parede possui 50% menos compostos fenolicos e flavonoides em relagdo aos
extratos microencapsulados.

Deladino et al. (2013) determinaram compostos fendlicos de extrato liquido aquoso e
liofilizado de erva-mate, por HPLC, ndo verificando diferengas no teor de &cido clorogénico
entre as amostras. No entanto as concentracbes de compostos relacionados ao acido
clorogénico, (rutina e cafeina) nos liofilizados foi maior.

Em todas as formulagdes estudadas, produziu-se microcapsulas com maiores
concentragcfes de compostos fenolicos, quando comparado ao extrato puro liofilizado (p<0,05)
(Tabela 7). Resultados estes sdo opostos com os avaliados por Deladino et al. (2013) em que
ao analisar o conteddo de compostos fendlicos totais, pelo método de Folin-Ciocalteau
utilizando &cido clorogénico e acido galico como padrdes, os autores evidenciaram reducao de
20% nos liofilizados. Embora o processo de liofilizacdo seja considerado adequado para
compostos termosensiveis e instaveis, visto que a remoc¢édo da dgua ocorre por sublimacéo em
baixas temperaturas, outros fatores como exposicao a luz e oxigénio durante o preparo e a
secagem, conforme Figura 9, podem resultar em perdas de determinados compostos tornando
a utilizacdo de materiais de parede altamente recomentada.

A busca nas bases de dados cientificas por publicacdes sobre microcapsulas de erva-
mate (l. paraguariensis) para comparacao de resultados, evidenciou a utilizacdo da aplicacéo
de métodos de encapsulamento e materiais de parede diferentes dos escolhidos no presente
estudo. Devido a isso a discussdo foi embasada nas semelhangas encontradas, a exemplo a
utilizacdo de outras moléculas bioativas do grupo dos carboidratos como polissacarideos

(amidos e dextrinas) e polissacarideos ndo amilaceos (quitosana e alginato).
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Figura 9 —Etapa de preparo das misturas de extrato e material encapsulante (a) e processo de
liofilizacdo de microcépsulas de erva-mate (b) e (c) utilizando goma arabica e

frutooligossacarideo como materiais de parede.
Y7 TNl

Fonte: Elaborado pelo autor.

Deladino et al. (2008) avaliaram o efeito do mesmo processo utilizado no presente
estudo (liofilizagdo) em extrato aquoso de erva-mate utilizando materiais de parede diferentes;
alginato de sddio e alginato-quitosana e ndo encontraram diferenca entre compostos fenolicos
totais nos extratos liquido e liofilizado, porém ao avaliar as propriedades fisicas por microscopia
eletrénica de varredura acoplada a espectroscopia de raio-x de energia dispersiva (SEM/EDX)
observaram que a liofilizacdo resultou em uma estrutura porosa. Cérdoba; Deladino; Martino
(2013) também encapsularam extrato de erva-mate, porém, usando outra técnica; a gelificacdo
ibnica utilizando alginato de calcio com e sem amido de milho como materiais de parede. Os
autores observaram que a porosidade dos encapsulados com alginato diminuiu com a adi¢éo do
amido, melhorando, portanto, a morfologia das capsulas e avaliaram ainda, que a atividade
antioxidante do extrato de erva-mate, mensurada em % de inibic&o do radical livre DPPH., ndo
foi afetada pelo processo de encapsulamento.

Deladino et al. (2014), avaliaram a habilidade do amido nativo e do amido tratado a altas
pressdes como veiculos para antioxidantes de erva-mate. A concentracdo de polifenois da erva-
mate nos transportadores de amido foi determinada por HPLC-MS e a sua atividade
antioxidante foi medida pelos métodos do radical DPPH- e fotoquimiluminiscéncia (PCL). Os
autores observaram que os amidos tratados incorporaram uma maior quantidade de polifenois
de erva-mate, porém, o amido nativo também se mostrou um transportador antioxidante
apropriado. Além disso, verificou-se que a atividade antioxidante foi mantida ap6s o tratamento

com alta pressdo sem alterar o perfil dos polifendis da erva-mate.
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Negréo-Murakami et al. (2016) microencapsularam, por spray drying, concentrado de
erva-mate obtido por nanofiltragdo, usando como material de parede maltodextrina com graus
de equivalente de dextrose (DE): 10, 15 e 20. A estabilidade de armazenamento das
microcapsulas foi investigada em trés diferentes temperaturas de armazenamento (5°C, 25°C e
45°C) durante 90 dias. Os valores de da maltodextrina utilizados como material de parede néo
tiveram efeitos no teor total de fendlicos ou na atividade antioxidante das microcapsulas. Os
ensaios mostraram que todos os sistemas encapsulados foram muito mais estaveis que o extrato
livre sob todas as condicGes avaliadas. Quanto a estabilidade dos polifendis e atividade
antioxidante, a maltodextrina DE10 produziu microcdpsulas mais estaveis e, portanto, foi
considerada pelos autores o material de parede mais eficaz, sugerindo ainda o armazenamento
a temperatura de 5°C do p6 de concentrado de mate seco em spray drier como mais adequada
para manter a estabilidade dos polifendis e a atividade antioxidante.

Os dados da Tabela 7 quanto a avaliagcdo da atividade antioxidante através da inibigéo
do radical DPPH- mostraram haver diferenca (p<0,05) entre o controle e os demais tratamentos.
O extrato liofilizado sem adicdo de material de parede possui 50% menos atividade antioxidante
em relacdo aos extratos microencapsulados. Os resultados verificados neste estudo foram
superiores aos de Rezende; Nogueira; Narain (2018), que quantificaram 12916 a 15524 uM
Trolox® 100 g de extrato etanolico liofilizado de polpa de acerola (Malpighia emarginata
DC) utilizando goma arabica e maltodextrina como materiais de parede.

A menor atividade antioxidante frente ao radical ABTS-+ foi verificada no controle.
Rezende; Nogueira; Narain (2018) ndo verificaram diferencas na analise antioxidante pela
inibicdo do radical ABTS.+ entre extratos etandlicos de polpa de acerola (Malpighia
emarginata DC) e seus encapsulados obtidos por liofilizacdo, utilizando goma arabica e
maltodextrina como materiais de parede. Ao comparar a atividade antioxidante de extratos
obtidos por diferentes processos, liofilizacdo e atomizacdo por spray drying, os autores também
nédo descrevem diferengas na atividade antioxidante.

Cilek et al. (2012) microencapsularam compostos fendlicos presentes em bagaco de
cereja, utilizando maltodextrina e goma ardbica, nas propor¢cdes 10:0, 8:2, e 6:4
respectivamente, homogeneizando as suspensdes em ultrassom a 160 W de poténcia e
frequiéncia de 20 KHz por diferentes periodos de tempo (5-30 min) e liofilizando-as durante 48
horas para obter as microcapsulas. Duas propor¢oes diferentes de relagdo nucleo:material de
parede foram analisadas; 1:20 e 1:10. Verificou-se que as microcapsulas de razdo 1:20 tinham
tamanhos de particulas menores e eficiéncias de encapsulacdo superiores (78-92%) do que

aquelas com razdo nucleo:revestimento de 1:10, com eficiéncia de encapsulagido 70-85% e



47

ainda, que a eficiéncia da encapsulagdo aumentava com o aumento da propor¢do de goma
arabica.

Devido a seu efeito prebidtico, isto é, capaz de melhorar a viabilidade e sobrevivéncia
de microrganismos probioticos no trato intestinal através da fermentacdo por bactérias, sdo
relatados em maior nimero estudos sobre encapsulamento de FOS como material de parede
aplicado a diferentes cepas prebidticas como Lactobacillus plantarum (MTCC 5422),
Lactobacillus acidophilus (la-5), Lactobacillus casei (ATCC 393), Lactobacillus rhamnosus
(ATCC 9469) dentre outros (AHMADI et al., 2012; RAJAM;
ANANDHARAMAKRISHNAN, 2014; RODRIGUEZ-BARONA; GIRALDO & MONTES,
2016). Os prébioticos, como o FOS, sdo resistentes a acidez gastrica e a digestdo,
diferentemente das cepas, porém ambos tém em comum o intestino grosso como alvo funcional,
portanto sua juncao é capaz de reforcar o efeito um do outro, combinacéo sinérgica denominada
simbidtica.

Da mesma forma busca-se incorporar em alimentos bactérias probidticas, 0s
fitoquimicos presentes na erva-mate sdo alvo para obtencao de alimentos funcionais, contudo,
ambos apresentam sensibilidade a fatores extinsecos, tendo o encapsulamento como alternativa.
Rajam; Anandharamakrishnan (2015) encapsularam probidtico (L. plantarum) por spray
drying, utilizando FOS em combinagdo com proteina de soro de leite isolada (WPI) ou com
proteina de soro de leite isolada desnaturada (DWPI), em duas relagdes nucleo:parede
diferentes; 1:1 e 1:1,5. Observaram que as microcapsulas de FOS com DWPI na relacdo 1:1
apresentaram eficiéncia de encapsulacdo de 98,63%, enquanto a relacdo 1:1,5 exibiu melhor
estabilidade de armazenamento e protecdo em condicGes gastricas e intestinais simuladas em
comparacédo ao outro encapsulado.

Rodriguez-Barona; Giraldo & Montes (2016) encapsularam probidticos (L. casei e L.
rhamnosus) por liofilizacdo, utilizando maltodextrina e FOS e maltodextrina e inulina como
materiais de parede, observando maiores porcentagens de sobrevivéncia das bactérias
probidticas com a utilizacdo dos materiais de parede.

O comportamento térmico das microcapsulas e do extrato puro liofilizado (controle)
pode ser observado nas curvas de DSC mostrados na Figura 10.

A aplicagdo de tecnologias de microencapsulamento na industria alimenticia é baseada
principalmente na estabilidade dos compostos alvo no nacleo das capsulas (Kwak,2014). As
analises térmicas abrangem um grupo de técnicas na qual uma propriedade fisica da substancia
é avaliada em funcdo da temperatura e podem ser utilizadas para confirmar a encapsulacao por

serem relativamente simples e demandarem pouco tempo (BROWN, M. E.,1988).
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Para a amostra controle, a curva de DSC mostrou um pico endotérmico inicial a 150,9°C
e demais picos em 163,4°C; 164,0°C; 169,3°C; 178,0°C e 183,2°C, conforme mostrado na
Figura 10 e na Tabela 8, indicando a sensibilidade térmica dos compostos presentes no extrato.
A curva caracteristica de uma mistura fisica, geralmente, é composta por picos referentes ao
polimero utilizado como material encapsulante e ao composto encapsulado (MURA et al,
1996).

Pode-se detectar a encapsulacdo utilizando DSC, através da comparacdo da temperatura
do inicio de degradacdo do compostos a ser encapsulado (controle) com a temperatura inicial
de degradacdo dos microencapsulados (NUNES; et al., 2015). A temperatura do pico inicial
nos encapsulados variou de 155,5°C e 185,5°C, nas formulal¢bes V e I, respectivamente,
sugerindo que a goma arabica e o FOS utilizados como materiais de parede foram capazes de
proteger termicamente 0s compostos presentes no extrato de erva-mate, ao deslocar o ponto de
fusdo das capsulas, melhorando assim, a sua estabilidade térmica.

Comportamento semelhante foi relato por Nunes et al. (2015) em amostras de |I.
paraguariensis microencapsuladas com maltodextrinas e por Rutz et al. (2013) em amostras de
Eugenia uniflora L. microencapsuladas com goma arabica. Pode-se observar pelo termograma
do tratamento I, II, I, 1V houve o desaparecimento do primeiro eventos endotérmicos,
referente ao controle, seguido do desaparecimento do segundo evento endotérmico nas
amostras I, 11, IV (Figura 10), o que sugere a prote¢éo e interacdo do material de parede com o

nucleo.

Figura 10 — Curvas de DSC das amostras de extrato de erva-mate liofilizada (Controle) e
encapsuladas (Formulagdes I, I1, 111, IV e V).
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Os materiais de parede empregados para o encapsulamento do extrato de erva-mate
possuem eventos térmicos distintos (Tabela 8). A goma arébica possui temperatura de fusao de
152.9°C, muito proximo ao primeiro evento do extrato de erva-mate liofilizado. Este
comportamento nao é favoravel para promover uma boa estabilidade térmica. No entanto, o
FOS possui seu primeiro pico a 201,6°C, indicando estabilidade térmica superior. Assim, a
mistura dos materiais de parede é promissora, visto que FOS, como a maioria dos carboidratos
de cadeia curta, possui elevada higroscopicidade, podendo resultar em rapida liberacdo dos
compostos encapsulados (GOMES et al., 2007). Com a associacdo dos matérias, foi possivel
verificar eventos com temperaturas intermediérias em relacdo aos mesmos empregados de
formaisolada, indicando o bom desempenho do material de parede elaborado a partir da mistura
de 25% de goma arabica e 75% de FOS e 75% de goma arabica e 25% de FOS, com protecdo
térmica em 3 eventos térmicos, seguido do material de parede elaborado com 50% de goma

arébica e 50% de FOS, com efeito positivo em dois eventos térmicos (Tabela 8, Figura 10).

Tabela 8 — Temperaturas de pico da goma arabia, frutoligossacarideo das amostras de extrato

de erva-mate liofilizada (Controle) e encapsuladas (FormulacGes I, I, 111, IV e V)
Material Temperatura de Pico (°C)
1° 2° 3° 4° 5° 6°
G 152,9 - - - - -
F 201,6 202,7 217,6 233,1 - -
C 150,9 163,4 164,0 169,3 178,0 183,2
| 185,5 191,3 192,4 195,7 - -
1 172,2 183,9 198,7 - - -
Il 165,2 169,7 174,9
v 172,2 181,7 190,5 - - -
\Y 155,5 168,1 170,0 - - -

G: Goma arabica. F: FOS - frutoligossacarideo. C: controle - extrato puro liofilizado. Fonte: Elaborado pelo autor.

A confirmacdo da protecdo térmica do extrato de erva-mate indica que 0s compostos
presentes foram encapsulados e podem ser utilizados em aplica¢Ges que requerem aquecimento
durante e apds o processamento, tais como coccao e esterilizacdo, armazenamento sob altas
temperaturas entre outras. As microparticulas do extrato de erva-mate encapsulado possuem
potencial para serem empregadas na industria alimenticia como antioxidante de fonte natural,

colaborando com o controle da oxidagdo em diferentes alimentos.
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5 CONCLUSOES

O maior teor de compostos fendlicos e flavondides em extratos de erva-mate foi
observado utilizando o solvente gua:etanol 1:1 (v:v), exceto para a amostra de erva-mate in
natura seca em estufa.

A producéo de extratos de erva-mate utilizando agua:etanol como solvente resultou em
produtos com caracteristicas distintas, sendo que a amostra (in natura) seca em condi¢fes
brandas apresentou concentracdes inferiores de compostos fenolicos totais e flavonoides, com
relagdo as amostras comerciais processadas.

A confirmacdo da encapsulagdo do extrato hidroalco6lico de erva-mate nas matrizes
goma arabica e frutooligossacarideo foi realizada pela analise térmica utilizando DSC.

A encapsulacdo do extrato de erva-mate foi capaz de manter a concentracdo dos
compostos bioativos ap6s a secagem, sendo observada diferenca estatisticamente significativa
entre o teor de compostos fendlicos das diferentes formulacGes e no extrato puro liofilizado,
sabendo-se que se utilizou a proporcao de 1:1 de extrato e material de parede para o processo
de encapsulamento. Com isso, ha o indicativo de que o encapsulamento promoveu manutencgéo

dos compostos bioativos, bem como a estabilidade térmica dos mesmos.
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6 PERSPECTIVAS

Realizar estudos de avaliacio da estabilidade dos encapsulados durante
armazenamento/estocagem.

Realizar estudos de simulacdo de protecdo e liberacdo em condi¢Bes gastricas e
intestinais simuladas.

As microparticulas do extrato de erva-mate encapsulado sao promissoras, pois, possuem
potencial para serem empregadas na industria alimenticia como antioxidante de fonte natural,
colaborando com o controle da oxidacdo em diferentes alimentos ou até mesmo tendo sua
aplicacdo em embalagens ativas. Como trata-se de um ingrediente funcional sugere-se estudar
a aplicacdo em alimentos, como iogurtes, dietas especiais, dietas enterais, goma de mascar e

outros.
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