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RESUMO

A erva-mate (llex paraguariensis) possui alto teor de compostos fendlicos (acidos
fendlicos e flavondides), metilxantinas (teobromina e cafeina) e saponinas. O amido é
excelente excipiente, e capaz de ligar em sua estrutura outras moléculas e transporta-las no
organismo. Amidos incorporados com extratos de erva-mate podem trazer beneficios a salde,
como diminuicdo dos indices lipidicos e glicémicos, diminuicdo do stress oxidativo e
estimular o sistema nervoso central (SNC) e a queima de gordura corporal. A técnica de
crioconcentracdo € muito relevante para obter um extrato aquoso de erva-mate com maior teor
de compostos bioativos sem alteragdes nas propriedades quimicas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar a incorporacdo dos extratos crioconcentrados de erva-mate em amido de milho,
atrdves de métodos termoanaliticos e cromatograficos. As etapas de crioconcentragdo foram
avaliadas através do aumento da densidade (D), dos teores de sélidos totais (ST), de cinzas
(C) e de matéria organica (MO). Nas andlises de ST, cinzas e MO o fator de concentragdo
variou de 116,14 % a 336,01% comparando todas as etapas do processo de crioconcentracgéo,
porém os maiores valores foram encontrados entre as etapas El e o C2. A eficiéncia entre as
etapas de crioconcentracdo variou entre 32,23 % e 66,01 % para os ST, 34,79 % a 73,24 %
para a MO e 15,59 % a 49,31 % para as cinzas. Também foram avaliadas as concentracoes
nos extratos obtidos de alguns bioativos da erva-mate (&cido 5-cafeoilquinico, acido 3,5-
dicafeoquimico, rutina, teobromina e cafeina) por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Nestes resultados observou-se que o 4acido 5-cafeoilquinico, o 4acido 3,5-
dicafeoilquinico, a rutina, a cafeina e a teobromina aumentaram significativamente entre as
etapas El e o C2. Através da analise térmica foi avaliada a interacdo do amido de milho com
0s compostos bioativos dos extratos aquosos de erva-mate. As curvas obtidas através da
analise de Termogravimetria e da Analise Térmica Diferencial (TG-DTA) apresentaram
aumentos nas intensidades dos eventos exotérmicos nas amostras com 0 avango das etapas de
crioconcentracdo. Estes resultados confirmam que houve aumento nos indices de oxigénio,
liberando energia em temperaturas mais altas. Nas andlises de Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) observou-se que as amostras de amido de milho incorporadas com extratos
de erva-mate tiveram os valores de entalpia de gelatinizacdo (4H) aumentados em todos 0s
estagios da crioconcentracdo. Estes resultados mostram que os compostos oxigenados da
erva-mate (polifendis, e metilxantinas) foram incorporados nos amidos, pois alteraram suas
propriedades térmicas. O uso desta técnica de incorporacdo de extratos de erva-mate em
amidos aliado ao processo de crioconcentracdo pode ser util para o desenvolvimento de um
alimento nutracéutico, buscando produtos com qualidades funcionais.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Bioativos da erva-mate. Crioconcentragdo. Incorporacao
em amido. Analise térmica. CLAE.



ABSTRACT

Yerba mate (llex paraguariensis) has a high content of phenolic compounds (phenolic acids
and flavonoids), methylxanthines (theobromine and caffeine) and saponins. Starch is an
excellent excipient, able to binding other molecules in its structure and transporting in the
body. Starches incorporated with yerba mate extracts can bring health benefits, how to
decrease lipids and glycemic indexes, decrease oxidative stress and stimulate the Central
Nervous System (CNS) and the body fat burning. The freeze concentration technique is very
relevant to obtain yerba mate aqueous extract with a higher content of bioactive compounds
without changes in the chemical properties. The aim of this work was to evaluate the
incorporation of the freeze concentrated yerba mate extracts in corn starch, using
thermoanalytical and chromatographic methods. The steps of freeze concentration were
evaluated by increasing of the density (D), of the total solids contents (ST), ash and organic
matter (MO). In the ST analysis, ash (C) and MO the concentration factor ranged from
116.14% to 336.01% comparing all stages of the freeze crioconcentration process, however
the highest values were found between EI and C2 steps. The efficiency between the
crioconcentration steps ranged between 32.23% and 66.01% for ST, 34.79% to 73.24% for
MO and 15.59% to 49.31% for ashes. The concentrations of some bioactive compounds in the
yerba mate extracts were also evaluated (5-caffeoylquinic acid, 3,5-dicafeoquimico acid,
rutin, theobromine and caffeine) by High Performance Liquid Chromatography (HPLC). In
these results it was observed that 5-caffeoylquinic acid, 3,5-dicafeoquimico acid, rutin,
theobromine and caffeine (bioactive compounds present in yerba mate), increased
significantly between El and C2 steps. Through thermal analysis was evaluated the interaction
of corn starch with the bioactive compounds of the yerba mate aqueous extracts. The curves
obtained through the analysis of Thermogravimetry and Differential Thermal Analysis (TG-
DTA) curves showed that the intensity of exothermic peaks increased with freeze-
concentration steps advance. These results confirm that there was an increase in oxygen
levels, releasing energy at higher temperatures. In the Differential Scanning Calorimetry
(DSC) analyzes it was observed that the incorporated corn starch samples with yerba mate
extracts had the values of gelatinization enthalpy (AH) increased in all stages of freeze
concentration. These results showed that the oxygenated compounds of yerba mate
(polyphenols and methylxanthines) were incorporated into the starches, as they changed their
thermal properties. The use of the yerba mate extracts incorporating technique into the
starches together with the freeze concentration process can be useful for the development of a
nutraceutical food, searching products with functional qualities.

Keywords: llex paraguariensis. Yerba mate bioactive compounds. Freeze concentration.
Starch incorporation. Thermal analysis. HPLC.
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1 INTRODUGCAO

Desde 1988 as pesquisas com erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hill.) tém
aumentado, passarando de duas, para 86 publicacdes anuais em 2019. Nos ultimos 5 anos
foram publicados 448 trabalhos cientificos (WEB OF SCIENCE, 2020), evidenciando o
aumento do interesse nesta espécie arborea da familia Aquifoliaceae. O Parana € o estado
brasileiro que mais produz erva-mate, em 2018 foi responséavel por 345,09 mil/T (87 %) da
producdo do pais. A erva-mate produzida no Brasil é destinada ao chimarrdo, tereré e cha
mate (IBGE, 2020).

A erva-mate  possui acdo  antioxidante;  hepatoprotetora;  diurética;
hipocolesterolémica; hipoglicemiante; antiinflamatéria; antiobesidade e estimulante do
sistema nervoso central (SNC). Essas propriedades medicinais da erva-mate ocorrem devido a
presenca de compostos bioativos como, compostos fenolicos (flavondides e acidos fendlicos),
metilxantinas (alcal6ides) e saponinas (triterpenos) (BOAVENTURA et al.,, 2012;
CHIANESE et al., 2019; PRZYGODDA et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017). Os compostos
bioativos presentes nos extratos de erva-mate sdo passiveis de decomposicdo. Para manter a
qualidade destes é necessario inativar enzimas oxidativas, atraves de técnicas como, sapeco,
ciclos de extracao e concentracdo (FAGGION et al., 2016).

A crioconcentracdo é um processo tecnolégico que promove a concentracdo de
produtos alimentares, através do congelamento a baixas temperaturas e posterior separacao
parcial da &gua congelada. E uma técnica promissora para alimentos, pois preserva o0s
compostos bioativos (AIDER; DE HALLEUX, 2009). Boaventura et al. (2013) realizaram o
primeiro trabalho com crioconcentragdo em extratos de erva-mate, no qual observou que
houve preservacdo dos compostos bioativos e maior concentracdo de compostos fendlicos.
Boaventura et al. (2015) observaram que ao administrar por via oral 0s extratos
crioconcentrados de erva-mate aos pacientes, melhoravam o0s niveis de colesterol,
triglicerideos, glicose, resposta do sistema imunoldgico e diminuiam o stress oxidativo.
Porém constatou que alguns pacientes deixavam de usar 0s extratos por apresentarem um
sabor forte.

Para viabilizar o uso dos extratos crioconcentrados de erva-mate pode-se utilizar
técnica de incorporacéo de seus bioativos em amidos. Na literatura ha alguns estudos sobre a
incorporagdo de extrato de erva-mate em amido ou farinhas (CEBALLOS et al., 2020;
DELADINO et al., 2008; DELADINO et al., 2015; HORNUNG et al., 2020; JARAMILLO
et al., 2015; JARAMILLO et al., 2016; KNAPP et al., 2019; LOPEZ-CORDOBA, et al.,



17

2013; LOPEZ-CORDOBA, et al., 2014; LOPEZ-CORDOBA, et al., 2019; MACHADO et
al., 2012; REIS et al., 2015; TEIXEIRA et al., 2015; SANTOS et al., 2017). O primeiro
estudo sobre a incorporagdo de extratos crioconcentrados de erva-mate em amidos foi
desenvolvido neste trabalho.

Para quantificar as metilxantinas e polifenois nos extratos crioconcentrados de erva-
mate foi aplicada a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Para avaliar
as transformacGes que ocorreram nos amidos incorporados com extratos crioconcentrados de
erva-mate foram usadas as técnicas de Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC),
Termogravimetria (TG) e Andlise Térmica Diferencial (DTA). Através das analises é
observado que a incorporagdo dos extratos crioconcentrados em amido de milho foi
proporcional a etapa de concentracdo do extrato de erva-mate usado e que ocorreu a
incorporacdo de compostos bioativos na estrutura do amido milho. Este produto pode ter

aplicacdo na industria de alimentos, farmacéutica, entre outras.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a incorporagdo de extratos crioconcentrados de erva-mate em amido de milho, atraves

de métodos termoanaliticos e cromatograficos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)
2)
3)
4)
5)

Produzir extratos de erva-mate;

Crioconcentrar os extratos de erva-mate;

Incorporar os extratos crioconcentrados de erva-mate no amido de milho;

Quantificar as principais metilxantinas e polifendis nos extratos de erva-mate por CLAE;
Avaliar as propriedades térmicas do amido antes e ap0s a incorporacdo dos extratos de

erva-mate, utilizando analise térmica (DSC e TG-DTA).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ERVA-MATE

Erva-mate (Figura 1) é uma arvore pertencente a familia Aquifoleaceae, llex paraguariensis
St. Hill é seu nome botanico, definido em 1820 pelo naturalista August de Saint Hilaire
durante suas viagens pelo sul do Brasil. E originaria da América do Sul, abrangendo
Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai. Devido suas propriedades medicinais ela ¢ amplamente
conhecida e utilizada pelos habitantes destes paises. Possui grande importancia socio
econdmica e cultural nestas regides (GERKE et al., 2017; PAGLIOSA et al., 2010).

Figura 1 - Erva-mate

Fonte: Arquivo pessoal Ivar Wendling

As folhas de erva-mate sdo utlizadas para o preparo de infusbes quentes ou frias,
tradicionalmente conhecidos por serem estimulantes e bebidas digestivas. Sdo formadas de
acucares, proteinas, gorduras, fibras, vitaminas (A, B1l, B2, C, E) e sais minerais. Os
compostos bioativos presentes na erva-mate dependem de fatores como geno6tipo usado, idade
da planta e folhas, condi¢cdes de solo, clima, época de colheita, tipo de cultivo e
processamento (COLPO et al., 2016; GERKE et al., 2017; ISOLABELLA et al., 2010;
JACQUES et al., 2007).

O consumo per capita de erva-mate no Brasil € estimado em 1,2 kg por ano. No entanto, na
Argentina e Uruguai este consumo é cerca de 5 a 7 kg de erva-mate. A producdo mundial de
erva-mate esta concentrada em trés paises sul-americanos: Brasil, Argentina e Paraguai. No

Brasil, o Estado do Parana é o maior produtor seguido respectivamente do Rio Grande do Sul
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e Santa Catarina. A erva-mate brasileira é exportada para trinta paises e 0 maior importador é
0 Uruguai (IBGE, 2020). No Brasil, 96 % do consumo da erva-mate destinam-se para o
chimarrdo e 4 % para producéo de chas e outros usos (IBGE, 2020).

A producéo e consumo de erva-mate tem aumentado devido aos seus beneficios para a salde,
atribuidos a presenga de metabdlitos secundarios (metilxantinas, polifendis e saponinas)
(PAGLIOSA et al., 2010; COLPO et al., 2016). As pesquisas comprovam as atividades
antioxidantes dos extratos de erva-mate e suas propriedades hepatoprotetoras, coleréticas,
diureticas, hipocolesterolémicas, anti-reumaticas, antitrombdticas, antiinflamatorias,
antiobesidade, antienvelhecimento, prevencdo da deterioracdo de produtos alimenticios e de
bebidas energéticas (BOAVENTURA et al., 2012; BOAVENTURA et al., 2015; LOPEZ-
CORDOBA et al., 2014; RIBEIRO et al., 2017). Os antioxidantes naturais podem elevar a
qualidade nutricional como também prolongar a vida de prateleiras de alimentos
(ISOLABELLA et al., 2010; ZHU et al., 2008).

O processo de producédo da erva-mate envolve a colheita das folhas que sdo secas sobre o fogo
(sapeco), moidas (cancheamento), embaladas e armazenadas. Na Figura 2 € apresentado um
fluxograma do processamento da erva-mate, etapas responsaveis por mudancas fisico-
quimicas e sensoriais que geram caracteristicas diferenciadas nos produtos (BASTOS et al.,
2007; ISOLABELLA et al., 2010; TURNER et al., 2011).

Figura 2 - Fluxograma do beneficiamento da erva-mate

ERVA-MATE |——| COLHEITA |——» TRANSPORTE »| INDUSTRIA
ERVA-MATE CANCHEAMENTO SECAGEM SAP]SECO
< Separacgio galhos grossos 3 a 6 horas < 5sa8min
CANCHEADA B st 100 °C 400 °C
! ACELERADO CHA-MATE
30 a 60 dias ™| Apenas folhas
ESTOCAGEM 60 °C / 50 2 60% BENEFICIAMENTO Torrefacio
Bags _-I_, Erva-mate
NATURAL "ls{ EXTRATOS
6 a 24 meses l_l \—l Alimentos e
Farmacéutica
CHIMARRAO TERERE
Folhas e talos Folhas e talos
Meédia/Fina Grossa

Fonte: O autor
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3.2 COMPOSTOS BIOATIVOS DA ERVA-MATE

Compostos bioativos sdo os metabdlitos secundarios de plantas geralmente envolvidos na
defesa contra organismos patogénicos ou raios ultravioletas que apresentam efeitos
farmacoldgicos ou toxicolégicos em humanos e animais.

Na composicdo da erva-mate estdo presentes compostos fendlicos (flavondides e acidos
fenolicos), alcaldides (como as metilxantinas cafeina, teobromina e teofilina), saponinas,
minerais (calcio, potassio, manganés e magnésio), clorofila, 4gua, celulose, dextrina, glicose,
pentoses, aminoécidos, substancias graxas, resina aromaética, acido folico (BASTOS et al.,
2007; BERTE et al., 2011; MEINHART et al., 2010). Os bioativos mais estudados nos
extratos da erva-mate sdo os compostos fendlicos (grupo mais abundante nas folhas) e as
metilxantinas (PAGLIOSA et al., 2010; ZHU et al., 2008).

Os compostos fendlicos apresentam comportamento antioxidante, devido as suas propriedades
redutoras, dificultando as reagdes radiculares, que causam estresse oxidativo aos tecidos
(COLPO et al., 2016; ISOLABELLA et al., 2010). Estes se dividem em dois grupos
principais: os acidos fendlicos e os flavondides.

Os acidos fendlicos sdo os compostos relacionados com a atividade antioxidante da erva-mate
e sdo os derivados do acido cafeico, acido 5-cafeoilquinico (&cido clorogénico), acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-dicafeoilquinico (Figura 3). Diversas
propriedades bioldgicas tém sido atribuidas a capacidade antioxidante dos fendlicos extraidos
da folha da erva-mate. Estudos demonstram atividade na diminuicdo da progressdo de
aterosclerose, inibicdo do crescimento de células cancerigenas e prevencdo do cancer
(MOSIMANN; WILHELM FILHO; SILVA, 2006; MEJIA et al., 2010).

Diversas propriedades bioldgicas tém sido atribuidas a capacidade antioxidante dos fendlicos
extraidos da folha da erva-mate. Estudos demonstram atividade na diminuicdo da progressao
de aterosclerose, inibicdo do crescimento de células cancerigenas e prevencdo do cancer
(MOSIMANN; WILHELM FILHO; SILVA, 2006; MEJIA et al., 2010).



Figura 3 - Estruturas quimicas dos principais acidos clorogénicos
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Fonte: O autor

Os flavdides da erva-mate possuem propriedades antiinflamatdrias, anticarcinogénicas,
antivirais, antihistaminicas, cardiovasculares, entre outras atividades (GERKE et al., 2017;
HECK; MEJIA, 2007). Os flavondides constituem 30 % da matéria seca das folhas frescas e
os principais flavonodides da erva-mate sdo: a rutina, a quercetina e o kaempferol (Figura 4).

Figura 4 - Estruturas quimicas dos principais flavonoides

OH OH

Rutina Quercetina Kaempferol

Fonte: O autor
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As metilxantinas, como cafeina e teobromina (Figura 5), sdo os principais alcal6ides purinicos
encontrados nas folhas de erva-mate (MEINHART et al., 2010). Esses constituintes, presentes
na planta, sdo responsaveis principalmente pela atividade estimulante do sistema nervoso
central (SNC) e pelo aumento da utilizacdo de gordura como fonte energética (SILVA et al.,
2008; HECK; MEIJIA, 2007). Em estudos realizados foi observado que teor de cafeina
presente na erva-mate foi responsavel pela reducdo do peso corporal e da gordura abdominal
de ratos (SILVA et al., 2008; MELO et al., 2007).

Figura 5 - Estruturas quimicas da cafeina e teobromina
0 0
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Cafeina Teobromina

Fonte: O autor

As saponinas apresentam caracteristicas anfipaticas, ou seja, sao constituidas por um
nacleo lipossollvel de estrutura esteroidal ou triterpendide e apresentam em sua por¢do
hidrossoltvel uma ou mais cadeias de carboidratos (glicosideos) (KASSUIA et al., 2019).

Nas folhas de erva-mate as saponinas encontradas em maior quantidade sdo as
triterpénicas (10 %), contendo principalmente os nucleos de acido ursolico ou de acido
oleanélico (Figura 6) (GNOATTO; SHENKEL; BASSANI, 2005).

As saponinas sdo sollveis em agua, propriedade que confere as bebidas a base de
erva-mate o gosto amargo e a formacdo de espuma (SPARG et al., 2004). Essa habilidade de
formar espuma das saponinas permite que elas sejam utilizadas na inddstria como aditivos
para alimentos e cosméticos (YANG; MCCLEMENTS, 2013; PIORKOWSKI,
MCCLEMENTS, 2014).

Elas sdo consideradas hemoliticas, anticolesterolémicas, antiinflamatorias,
antiglicemiantes, antifangicas, bactericidas, antitumorais, antivirais, antioxidantes e
adjuvantes imunolégicos (CHEOK; SALMAN; SULAIMAN, 2014; ELEKOFEHINTI, 2015;
MORAIS et al., 2009).



24

Figura 6 - Estruturas quimicas do &cido urs6lico e do cido oleandlico

Acido Ursélico Acido Oleandlico

Fonte: O autor

3.3 EXTRATOS DE ERVA-MATE

Quando o café, o cha ou o chimarréo sdo preparados € realizada uma extracao solido-liquido.
Neste caso, 0s componentes que estavam na fase sélida (no pé de café ou nas folhas) passam
para a fase liquida (agua). Essa extracdo e descontinua em virtude da alta solubilidade dos
componentes extraidos na agua. Porém, nos casos onde o soluto é pouco soltvel ou quando
objetiva-se maximizar a extracdo deste soluto, utiliza-se a técnica de extracdo continua.

A extracdo é influenciada por varios fatores como tempo, temperatura, agitacdo, tamanho das
particulas do sélido e a proporcao soluto-solvente. Estes fatores determinam a qualidade do
extrato. O tempo de contato entre solido-solvente deve ser suficiente para permitir a saturacao
da solucdo. A temperatura usada industrialmente € de 100 °C. No entanto, esta temperatura
pode ser menor para 0s compostos bioativos ndo serem danificados. Em relacdo ao tamanho
das particulas do sélido, quanto menor o tamanho das particulas maior a extracdo. A
proporcéo soluto-solvente deve ser adequada para ndo serem geradas solugdes com baixas
concentragOes, cuidando para ndo haver perdas de compostos bioativos no residuo gerado
(PAGLIOSA et al., 2010).

Muitos estudos foram realizados para melhorar e verificar as condi¢des ideais para obtencéo
de extratos de erva-mate. Jensen e Zanoelo (2012) concluiram que as particulas de menor
tamanho e temperaturas mais elevadas auxiliam no processo de extracdo. No entanto,
Prudéncio et al. (2012) concluiram que a condi¢do 6tima para 0 preparo de extratos com
maior teor de compostos fenolicos foi a temperatura de 85 °C e tempo de 1,5 min com uma

proporcao de sélido-liquido de 1:100 g/mL. Nesta mesma linha a pesquisa de Bassani, Nunes
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e Granato (2014) concluiram que a extracdo de compostos fendlicos a 90 °C por 10 min
aumentou o teor de &cido galico equivalente por litro de extrato. Damiani et al. (2014) e
Rodrigues et al. (2015) compararam a extracdo a quente e a frio de chas obtendo os melhores
resultados nos tratamentos a frio.

As divergéncias encontradas nos estudos com relacdo as condi¢des de extracdo, pode ocorrer
devido as caracteristicas das matrizes, tipo de solo usado no cultivo, tempo empregado para o
ensaio de determinacdo de atividade antioxidante (DPPH), diluicdo da amostra, pH,
solubilidade, tipo e concentracdo do solvente (BASSANI; NUNES; GRANATO, 2014).

3.4 CONCENTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS DA ERVA-MATE

Para reduzir custos de armazenamento e diminuir a atividade de agua garantindo
estabilidade microbiolégica do produto, a &gua presente nos alimentos é removida. Os
processos tecnoldgicos aplicados para este fim sdo: concentragdo (aumentam o conteudo de
solidos em torno de 60 %) e desidratacdo (reduz o teor de 4gua a menos de 10 %) (SILVA,
2003).

A concentracdo de compostos bioativos elimina parcialmente o liquido extrator,
obtendo assim um concentrado de viscosidade e consisténcia variavel (SONAGLIO et al.,
2007). A concentracdo por evaporacao é bastante utilizada na industria de alimentos por ser
relativamente simples e apresentar custo limitado, desde que utilize bombas de calor
econémicas (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007). No entanto, este processo pode
causar danos na qualidade sensorial e nutricional dos produtos, pois utiliza temperaturas
acima de 60 °C (NAKAGAWA; MAEBASHI; MAEDA, 2010).

A tecnologia de concentracdo por membranas é um método que tem sido utilizada
com sucesso para concentrar compostos fendlicos (XU; WANG, 2005). Neste processo sao
utilizadas baixas temperaturas e minimo consumo energético, mantendo a qualidade dos
compostos termoinstaveis.

Murakami et al. (2011) e Prudéncio et al. (2012) aplicaram a tecnologia de
nanofiltragdo para concentrar 0os compostos fenolicos das folhas da erva-mate e verificaram
um aumento significativo no teor de compostos fenolicos totais. Do ponto de vista nutricional,
essa tecnologia se mostrou efetiva para concentrar compostos bioativos da erva-mate,
principalmente quando se trata de compostos termoinstaveis como 0s compostos fendlicos
(NAKAGAWA; MAEBASHI; MAEDA, 2010). No entanto, a concentragdo por membranas
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apresenta limitagOes devido a alguns fendmenos decorrentes do processo, como o efeito
fouling (entupimento dos poros da membrana) (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007).

A crioconcentracdo é aplicada no extrato aquoso de erva-mate visando concentrar
seus compostos bioativos, em especial os compostos fenolicos. No estudo realizado por
Boaventura et.al. (2013), foram avaliados os efeitos desta técnica no extrato aquoso de erva-
mate. O teor de sélidos totais, compostos fendlicos e o fator de concentracdo aumentaram ao
final do processo. A eficiéncia diminuiu devido a retencdo de solidos totais no gelo. Os teores
de compostos fenolicos (&cido clorogénico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido cafeico, acido
gélico e 3,4-dihidroxibenzdico) e metilxantinas (cafeina e teobromina) apresentaram aumento
na andlise de CLAE.

Em estudo posterior realizado por Boaventura et.al. (2015), foram avaliados o
consumo de extratos crioconcentrados de erva-mate. Neste estudo 31 voluntarios ingeriram
em jejum 200 mL de chimarrdo, extratos crioconcentrados de erva-mate ou agua. Amostras de
sangue foram coletadas antes e apds 1 h da ingestdo das bebidas, para verificar a atividade das
enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase, glutationa peroxidase e gutationa
reduzida), peroxidacdo lipidica e capacidade antioxidante do soro. A ingestdo de extratos
crioconcentrados de erva-mate promoveu aumento significativo das atividades das enzimas:
catalase (28,7 %), superoxido dismutase (21,3 %), glutationa peroxidase (9,6 %) e glutationa
reduzida (8,8 %). Também aumentou a capacidade antioxidante sérica (7,5 %). Enquanto os
pacientes que ingeriram chimarrdo apresentaram apenas aumento nos valores de glutationa
reduzida (8,3 %). Os niveis séricos de peroxidacdo lipidica ndo apresentaram alteracfes
significativas para ambas as bebidas. Os resultados sugerem que 0s extratos crioconcentrados
de erva-mate podem ser usados em indUstria de alimentos e farmacéutica para aumentar o
valor nutricional de produtos alimenticios e na formulacdo de nutracéuticos e suplementos
dietéticos.

Assim, a crioconcentracdo € uma tecnologia de concentracdo de bioativos

considerada promissora em produtos alimentares naturais (AIDER; DE HALLEUX, 2009).

3.5 CRIOCONCENTRACAO

A crioconcentragdo (Figura 7) € um processo tecnolégico que promove a
concentracdo de produtos alimentares, através do congelamento a baixas temperaturas e

posterior separacdo de uma parte da dgua congelada, a partir de um produto liquido.
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Figura 7 — Esquema do fendmeno de separacdo dos compostos ndo volateis durante o processo de
crioconcentragao

Regido mais concentrada Regiio concentrada

Cristalizagdo da agua (regido diluida)

amn < osam)

Fonte: Arquivo pessoal de Marcelo Lazzarotto

Este processo apresenta vantagens como: diminuicdo da deterioracdo quimica
(devido a baixa atividade enzimatica e microbioldgica), nenhuma perda de componentes
volateis, preservacdo das propriedades sensoriais, preservacao dos compostos termicamente
sensiveis, preservacdo da cor e aumento do valor nutricional dos produtos alimentares
(BELEN et al., 2012; RIBEIRO et al.; 2017; MIYAWAKI; INAKUMA, 2020). Além de
permitir o aumento da qualidade do produto concentrado, reduz de trés a quatro vezes 0s
custos de capital, energia e limpeza quando comparado aos processos de evaporagdo ou
osmose (SANCHEZ et al.; 2011; SABANCI; ICIER, 2020; WENTEN et al.; 2021).

Na crioconcentracdo ocorre a cristalizacdo parcial da dgua em solucdo aquosa, em
seguida os cristais sdo separados do concentrado, ou seja, durante o congelamento a agua
transforma-se em gelo (&4gua purificada), aumentando a concentracdo dos solutos na fase
liquida devido a quantidade decrescente de agua disponivel como solvente (FENNEMA,
2000; AIDER; DE HALLEUX, 2009). Devido a essa caracteristica, os alimentos nao
congelam a uma temperatura fixa e sim em uma faixa de temperatura. A maioria dos
alimentos comeca a congelar a temperatura de -1°C a -3°C, sendo que a maior mudanca de
fase ocorre na faixa de -4°C a -10°C. O congelamento completo dos alimentos ocorre em
temperaturas abaixo de -40°C (SINGH; SARKAR, 2005). A taxa de cristalizagédo e a

viscosidade do produto interferem diretamente no gelo formado e na separagdo da solugéo
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concentrada, quanto mais viscoso 0 produto, mais demorado é o processo de formacgdo dos
cristais e de separagdo da solugdo concentrada (HERNANDEZ et al., 2010).

Ha diferentes métodos para a aplicacdo da tecnologia de crioconcentracéo, tais como
0 método de cristalizacdo por suspensdo, progressiva e blocos (AIDER; DE HALLEUX,
2009). A cristalizacdo por suspensao é o sistema mais complexo, composto por trocadores de
calor (geracdo dos cristais de gelo); tubo de recristalizagdo (crescimento dos cristais); torre de
lavagem (separacao dos cristais). O liquido que ira ser concentrado é bombeado do tanque de
alimentacdo para o trocador de calor, onde forma pequenos cristais instantaneamente. Os
cristais menores sdo bombeados para o recristalizador, onde sdo misturados com os cristais
maiores. Apds essa etapa, os cristais e 0 concentrado sdo transportados a coluna de lavagem,
ocorrendo o derretimento dos cristais de gelo e obtencdo do concentrado final (AIDER; DE
HALLEUX, 2009).

Outro método de aplicacdo é a crioconcentracdo progressiva, bem mais simples que o
anterior, composto de compartimento cilindrico, banho de resfriamento e sistema de conducéo
da amostra, formando um unico grande cristal de gelo ao invés de varios cristais menores. O
cristal de gelo é formado na superficie de resfriamento do reservatorio de cristalizacdo
(AIDER; DE HALLEUX, 2009; MIYAWAKI et al., 2005; MIYAWAKI; INAKUMA, 2020).

A crioconcentragdo em blocos vem sendo relatada como promissora e eficaz a
obtencdo de produtos alimenticios com maior valor nutritivo e com maior preservacdo das
propriedades sensoriais (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007; AIDER; DE
HALLEUX, 2008; MORENO et al., 2014). Este processo pode ser de forma parcial ou
completa. A forma parcial, consiste em colocar a amostra liquida (extrato) em uma camara de
cristalizacéo e introduzir um tubo com um agente refrigerante no centro.

A crioconcentracdo em blocos completa, consiste no congelamento total da solucao
seguida pelo descongelamento parcial pelo método de descongelamento gravitacional
assistido. Neste método sdo obtidas duas fracOes, a primeira, a fracdo de concentrado (solucéo
inicial) e a segunda, a fracdo do gelo contendo o minimo de matéria seca. A eficiéncia desse
processo é dependente do teor (quantidade) de impurezas no gelo (AIDER; DE HALLEUX;
AKBACHE, 2007; BELEN et al., 2012). Segundo Aider e Halleux (2009) o bloco de gelo
funciona como uma carcaca sélida onde a fracdo do fluido rico em sdélidos passa. O controle
da temperatura de descongelamento é fundamental e possibilita um aumento na eficiéncia do
processo, possibilitando superar 0s 90 % de eficiéncia, o que resulta na reducéo da quantidade

de solidos retidos no gelo.
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A crioconcentragdo € uma técnica que pode ser aplicada, em diversos alimentos
liquidos. Em estudo realizado com o soro do leite, foi possivel observar que esta técnica
preservou a composicdo nutricional, sendo possivel obter um produto final com
aproximadamente 35 % de sélidos totais (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007). E no
estudo do soro de queijo de tofu e da &gua residual do tofu foi observado aumento nos teores
de solidos soltveis (SANCHEZ et al., 2011; BELEN et al., 2012).

E muito utilizada na producdo de sucos de uva, morango, maca, péssego, cereja e
damasco, nos quais é possivel observar o aumento significativo no teor de &cido ascoérbico,
compostos aromaticos e sélidos soluveis (AIDER; DE HALLEUX, 2008; HERNANDEZ et
al., 2009; HERNANDEZ et al., 2010; SANCHEZ et al., 2010). Em estudo realizado com
extratos de café foi observado aumento nos teores de compostos bioativos e aumento da
atividade antioxidante in vitro (MORENO et al., 2014).

A crioconcentracdo aplicada em extratos aquosos de erva-mate permite aumentar o
teor dos compostos bioativos e a atividade antioxidante destes, sendo eficaz para preservar a
qualidade nutricional dos extratos aquosos de erva-mate. Para Boaventura et al. (2013) esta
técnica promoveu aumento no fator de concentracdo em relacdo ao teor de sélidos totais do
extrato. O fluido concentrado apresentou aumento no teor de compostos fendlicos totais em
todos os estagios da crioconcentracdo. Embora a eficiéncia do processo tenha decrescido,
devido a retencdo dos compostos fendlicos na fracdo de gelo, ainda assim permaneceu em
torno de 75% em todos os estagios. O acido 5-cafeoilquinico, o acido 3,5-dicafeoilquinico, o
acido cafeico, o acido p-cumarico, o acido galico, a cafeina, a teobromina e a atividade
antioxidante, aumentaram significativamente apds todos os estagios da crioconcentragdo.
Além disso, os teores de compostos fenolicos e de metilxantinas foram correlacionados com o

potencial antioxidante do extrato aquoso da planta.

3.6 AMIDO

O amido é um polissacarideo formado por unidades de glicose, os dois principais
componentes do amido sdo amilose e amilopectina (BENINCA et al., 2013). Este polimero
natural é encontrado em diversas fontes botanicas como cereais, raizes e tuberculos
(FRANCO et al., 2002; BICUDO et al., 2009). E considerado o carboidrato mais importante
na alimentacdo humana, pois representa 80 a 90 % dos polissacarideos presentes na dieta
(CEREDA, 2003; LAJOLO; MENEZES, 2006; LEONEL, et al., 2011; SWEEDMAN et al.,
2013). A maior parte dos amidos conttm de 20 a 30 % de amilose e 70 a 80 % de
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amilopectina, e a proporcdo de amilose e amilopectina interfere diretamente na funcionalidade
do amido (HENRIQUEZ et al., 2008). O amido é uma fonte renovavel, biodegradavel e
atoxica, que possui diversas aplicacdes na indudstria alimenticia, farmacéutica, quimica, téxtil
e de papel (Tabela 1) (LIU, 2005; VAN DER BURGT et al., 2000).

Tabela 1 - Aplica¢do industrial do amido

IndUstria Utilizagdo de amido/ amido modificado
Alimenticia Modificador de viscosidade, filmes comestiveis, agente de brilho
Papeleira Adesivo, revestimento
Teéxtil Dimensionamento, finalizag&o e estampagem
Farmacéutica Excipiente, diluente, aglutinante, encapsulamento
Detergente Tensoativos, agente de suspensdo, agente clareador
Agricola Pesticidas e cobertura de sementes
Plésticos Embalagens de alimentos
Cosmética Cremes e talcos
Purificacdo Floculador

Fonte: Adaptado de Liu (2005)

Comercialmente o amido pode ser obtido a partir de cereais, especialmente de milho e trigo, e
também de tubérculos e raizes, principalmente batata, batata-doce e mandioca. Dentre 0s
amidos produzidos no Brasil, o amido de milho é o que representa maior quantidade
(JOBLING, 2004). O amido de milho contém entre 25- 28 % de amilose (SIQUEIRA et al.,
2017), porém algumas variedades de milho ndo possuem amilose e sdo chamados de ceroso
(“waxy”), enquanto outras possuem teores de amilose acima de 50 % e s&o denominados de
high-amilose (REDDY; SEIB, 2000). Modificacdes quimicas e fisicas podem transformar
esse carboidrato e lhe proporcionar caracteristicas diferenciadas, ampliando e adaptando

assim a sua aplicacéo industrial.

3.7 AMIDO MODIFICADO

O amido nativo é aquele obtido naturalmente, sem processos quimicos, fisicos ou
biotecnoldgicos, sem alteracBes nas suas propriedades e fungdes. Entretanto a utilizacéo
industrial do amido nativo € limitada em funcdo das condi¢Ges de processamento, como

temperatura, pH e forgas de cisalhamento. O amido de milho ceroso é um bom exemplo. Os
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granulos ndo modificados hidratam facilmente, intumescem rapidamente, rompem-se, perdem
viscosidade e produzem uma pasta pouco espessa, bastante eléstica e coesiva.

Para ser utilizado na indudstria de alimentos e outras é necessario promover modificacfes na
estrutura do amido, com o intuito de desenvolver propriedades especificas, tais como
solubilidade, textura, adesdo, tamanho das particulas e tolerdncia as temperaturas de
aquecimento (MANINGAT et al., 2009). As modificagfes mais utilizadas no amido sdo de
caréater fisico, quimico e biologico.

O amido é modificado fisicamente através de temperatura, umidade, pressdo, cisalhamento e
irradiacdo. A modificacdo quimica do amido ocorre através de tratamento &cido, cross-
linking, oxidacdo, substituicdo, esterificacdo e eterificagdo. E a modificacdo bioldgica é
realizada através da acdo de enzimas (BENINCA et al., 2013; HU; CHEN; GAO, 2009;
MALUCELLI et al.,, 2015). Outra forma de modificacdo € a interacdo com compostos
bioativos, agregando moléculas com efeitos benéficos a satde. Os amidos sdo excipientes que
auxiliam na biodisponibilidade de compostos bioativos no organismo. Assim podem ser
utilizados na producdo de nutracéuticos e filmes. A adicdo de compostos bioativos de extratos
de plantas, melhoram caracteristicas nutricionais, propriedades tecnologicas e aumentam a
vida util dos produtos.

Em um estudo realizado por Zhu et al., (2008) foram avaliados os efeitos dos extratos de
roma, cha verde, espinheiro chinés, e galhas chinesas nas propriedades térmicas, fisico-
quimicas e de textura do amido de trigo. Os extratos melhoraram as propriedades de pasta do
amido, diminuiram a firmeza do gel, e reduziram a viscosidade final. Os compostos fendlicos
alteraram as propriedades dos amidos, devido a presenca de grupos hidroxilas e carboxilas,
que competem pela dgua com o amido. A interacdo entre 0s compostos fendélicos e o amido
alteraram a atividade de agua, a forca idnica da solucéo e o pH, alterando as propriedades de
pasta do amido de trigo.

Wu, Chen e Li (2009) investigaram por DSC o efeito de polifendis obtidos de chés na

retrogradacdo de amidos de arroz, verificando um retardamento.

3.8 INCORPORACAO DE EXTRATO DE ERVA-MATE EM AMIDO

A interacdo entre compostos bioativos e 0 amido (Figura 8) esta sujeito a varios fatores como
diversidade dos compostos bioativos, propriedades fisicas, tamanho das particulas, ponto de
fusdo, comportamento fisico-quimico do amido e as condi¢des experimentais (ZHU, et al
20015, GUZAR; REGAEE; SEETHARAMAN, 2012).
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Figura 8 — Representacdo da interacdo entre compostos bioativos e amido
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Fonte: Larissa da Silveira Lazzarotto, adaptada de YU et al., 2021

Os mecanismos de interacdo intermoleculares entre 0 amido e 0s compostos bioativos podem
envolver ligacdes de hidrogénio, interacbes hidrofdbicas, eletrostaticas e ibnicas (CHAI et al.,
2013; GUZAR; REGAEE; SEETHARAMAN, 2012). A ligacdo de hidrogénio ocorre através
das ligacBes dos grupos hidroxila dos compostos bioativos com a agua e com 0S grupos
hidroxila do amido. Pois tanto a superficie externa de hélices da amilose como nos compostos
bioativos possuem grupos hidroxila, dessa forma a ligacao de hidrogénio pode ser responsavel
por suas interacdes (JAMARILLO et al., 2016; LAZZAROTTO et al., 2020).

A interacdo que ocorre entre o extrato aquoso de erva-mate com o amido, se baseia nas
interacOes hidrofobas. O direcionamento dos compostos bioativos da erva-mate para o amido
é o efeito hidrofébico, regido pelo aumento da entropia com a dessolvatacdo do soluto
orgénico. As moléculas de agua da primeira camada de solvatacdo de solutos organicos sao
mais ordenadas do que as moléculas de 4gua do solvente. Assim, quando as moléculas dos
compostos biativos da erva-mate passam para o0 amido, existe um ganho de desordem do
sistema e um consequente ganho entropico. Contudo, a geometria do “complexo composto
biativo-amido” é governada pelo conjunto de interagdes: ligagdes de hidrogénio, dipolo-
dipolo e Van der Waals. Modelos adequados para compreender as forgas operantes neste tipo

de complexacdo sdo os compostos de inclusdo formados por ciclodextrinas e farmacos
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(HEMINE et al., 2020; TIAN; LIU; LIU, 2021).

A técnica de incorporacdo de extratos de erva-mate em amidos tem sido utilizada
principalmente para a elaboracdo de biofilmes devido as suas propriedades antioxidantes
(Web of Science, 2020). Em estudo realizado por Ceballos et al. (2020) foi observado que
biofilmes produzidos com amido de mandioca e extrato de erva-mate podem ser utilizados
como embalagens bidegradaveis e funcionais, devido as suas propriedades antioxidantes. Em
pesquisa realizada por Hornung et al. (2020), extratos de frutos de erva-mate foram
incorporados em amido de milho para obtencdo de biofilmes. Foi observado que esta
interacdo aumentou a capacidade antioxidante e plasticidade dos biofilmes e previniu a
deterioracdo oxidativa dos mesmos.

Jaramillo et al. (2015) estudaram o efeito da adi¢do de extrato de erva-mate em biofilmes de
amido de mandioca. Os autores observaram que os biofilmes apresentaram resisténcia a
ruptura e flexibilidade, demonstrando que a erva-mate possui efeitos plastificantes. Também
foi analizada a atividade antioxidante dos biofilmes a base de amido de mandioca, no qual se
mostrou efetiva.

Em pesquisa complementar realizada por Jaramillo et al. (2016) foram estudados os efeitos da
adicdo dos extratos de erva-mate na biodegrabilidade e plasticidades dos biofilmes obtidos
com amido de mandioca. No estudo foi observada reducéo nas interagdes moleculares entre as
cadeias de amido-amido e fortalecimento das interacdes de ligacdo de hidrogénio entre os
grupos hidroxila do amido e dos compostos polares do extrato de erva-mate. Através da
analise térmica observaram que a estabilidade térmica dos filmes foi de 240 °C (TG) e que a
temperatura de fusdo e a entalpia de gelatinizacdo (DSC) diminuiram com o aumento do teor
de extrato de erva-mate. A incorporacdo do extrato de erva-mate melhorou as caracteristicas
plastificantes dos biofilmes produzidos e garantiu a biodegradabilidade destes antes de duas
semanas.

Deladino et al. (2015) descreveram que a interacdo do amido com 0s compostos bioativos
ocorreu devido a presenca dos canais existentes na superficie do granulo que fazem ligagéo
com interior do granulo. Sendo assim concluiram que o amido de milho foi capaz de
incorporar 0s compostos biotivos dos extratos de erva-mate.

Teixeira et al. (2015) modificaram o amido de milho através da técnica de alta pressao
hidrostatica e adicionaram extratos de erva-mate, obtendo um amido com capacidade de
transportar bioativos (polifendis) da erva-mate em sistemas alimentares, aumentando seu
valor nutricional. Zhu et al. (2015) realizaram uma revisdo sobre as interagdes dos amidos

com os compostos fenolicos e extratos vegetais. Observaram que apesar de haver alteracdes
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nas propriedades reoldgicas, gelatinizacdo e retrogradacao, ainda ha necessidade compreender
melhor a as interagdes entre amido e os compostos fendlicos.

Lopez-Cordoba et al. (2014) realizaram o encapsulamento de extrato de erva-mate em
alginato de calcio com enchimento de amido de milho. Neste trabalho foi avaliado o
mecanismo de liberacdo dos polifendis da erva-mate em fluidos digestivos simulados e os
efeitos do enchimento com o amido. As cépsulas com amido de milho tiveram menor
porosidade levando a libertacdo modulada dos polifendis da erva-mate no fluido gastrico
simulado, retardando a taxa de liberacdo do biocomposto.

Machado et al. (2012) desenvolveram biofilme utilizando amido de mandioca, glicerol,
nanocelulose do coco e extrato aquoso de erva-mate, com intuito de verificar sua acao
antioxidante. Estes biofilmes foram utilizados para embalar azeite de dendé e foram
armazenadas em condicdes controladas por quarenta dias. O indice de peroxidos (IP) do
azeite de dendé embalado nos biofilmes contendo extrato de erva-mate, e nos filmes sem o
extrato foi monitorado periodicamente. O azeite de dendé embalado nos biofilmes de extrato
de erva-mate apresentou menor elevacao no indice de perédxidos (IP), se mostrando eficiente
como embalagem ativa, evitando a oxidacdo dos produtos lipidicos. Sendo assim, filmes a
base de amido incorporados com extratos antioxidantes podem ser utilizados como
embalagem ou revestimento na inddstria alimentar como estratégia para aumentar a vida util

dos produtos embalados.

3.9 TECNICAS UTILIZADAS NA CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS
3.9.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é um método de separacdo
utilizada para identificar e quantificar os compostos quimicos de extratos. Esta técnica
consiste no bombeamento de um solvente liquido pressurizado contendo um extrato que passa
atraveés de uma coluna preenchida com um material sorvente (silica). Cada composto quimico
da amostra interage de forma diferenciada com o material sorvente, gerando diferentes
velocidades para cada composto e levando a separagdo conforme eles percorrem a coluna. Os
principais componentes da cromatografia liquida sdo: a bomba, que movimenta a fase movel e
a amostra através da coluna; uma coluna, que contém a fase estacionaria, geralmente formada
por particulas de silica, porosas, esféricas e didmetro em torno de 35 pum, e um detector que

mostra os tempos de retencdo das moléculas, sendo que o tempo de retencdo varia de acordo
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com as interacfes da amostra com as fases estacionaria e movel. A CLAE é o tipo mais
versatil e mais amplamente empregado de cromatografia por eluicdo (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 2007).

3.9.2 Andlise Térmica

Segundo lonashiro, Caires e Gomes (2014), a analise térmica € utilizada com o
objetivo de monitorar o comportamento de um determinado material em funcdo do tempo ou
da temperatura. Elas foram difundidas no Brasil por volta dos anos 60 por um grupo de
pesquisa formado pelos professores Ernesto Giesbrecht, Ivo Giolito, Geraldo Vicentini,
Madeleine Perrier, Lea Barbieri e Wesley W. Wendlandt. O uso da analise térmica cresceu
muito desde entdo, ganhou notoriedade por sua variada aplicacdo, tanto na pesquisa quanto no
desenvolvimento de produtos e controle de qualidade dos mesmos. As técnicas mais
empregadas sdo: Termogravimetria (TG), Analise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC). Através delas sdo obtidas informacdes de variacdo de massa,
estabilidade térmica, agua livre e ligada, ponto de fusdo e ebuli¢do, calor de transicédo, calor
especifico, etc (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014).

3.9.2.1 Termogravimetria

A termogravimetria (TG) é uma técnica analitica que mede a diferenca da massa de
uma amostra em funcdo da variacdo de temperatura ou tempo quando uma amostra é
submetida a uma variacao controlada de temperatura. Durante esse processo de diferenca de
massa em funcdo da variacdo da temperatura € gerada uma curva termogravimétrica também
conhecida como curva TG. As curvas TG fornecem dados necessarios para prever a
estequiometria, estabilidade térmica, composicdo e estabilidade dos compostos intermediarios
e a composic¢do final do da amostra (WENDLANDT, 1986). Nas curvas de TG, os desniveis
em relacdo ao eixo das ordenadas correspondem as variacdes de massa sofridas pela amostra,
permitindo a andlise quantitativa dos dados (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014). A
curva TG pode ser influenciada, por fatores instrumentais (razdo de aquecimento do forno,
atmosfera do forno, geometria do suporte de amostras e do forno), e pelas caracteristicas da
amostra (tamanho das particulas, quantidade de amostra, solubilidade dos gases liberados na
propria amostra, calor de reacdo, compactacdo, condutividade térmica e natureza da amostra)
(IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014).
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3.9.2.2 Analise Térmica Diferencial

A andlise térmica diferencial (DTA) mede a diferenca de temperatura entre uma
amostra e um material de referéncia. Essas medicOes de temperatura sdo consideradas
diferenciais por detectarem as diferencas entre a temperatura de referéncia (T,) e a
temperatura da amostra (T,), em funcdo da temperatura ou do tempo, onde 0 aquecimento ou
resfriamento determinados seréo sempre realizados em ritmo linear (IONASHIRO; CAIRES;
GOMES, 2014). Por meio da utilizacdo desta técnica é possivel acompanhar os efeitos e as
variacGes de calor relacionadas a alteracbes fisicas ou quimicas das amostras, como por
exemplo, as transicdes de fase. Incluem-se nestas transi¢Oes: fusdo, ebulicdo, sublimacéo,
congelacdo e inversdes de estruturas cristalinas; reacdes de desidratacdo, de dissociagéo, de
decomposicéo, de oxidacdo-reducéo, entre outras (IONASHIRO; CAIRES; GOMES, 2014).

3.9.2.3 Calorimetria Exploratoria Diferencial

A Calorimetria exploratoria diferencial (DSC) é uma técnica na qual a diferenca na
razdo do fluxo de calor entre uma amostra e um material de referéncia é medida em funcéo da
temperatura ou tempo (Figura 9). Nesta técnica a propriedade fisica medida é a diferenca de
energia fornecida a substancia e a um material de referéncia termicamente inerte, & medida
que ambos sdo aquecidos ou resfriados de maneira controlada em um calorimetro. Esta
técnica possibilita avaliar o efeito do calor associados com alteracdes fisicas ou quimicas da
amostra, tais como: transicdes de fase (fusdo, ebulicdo, sublimacao, solidificacdo, mudancas
de estruturas cristalinas); reacOes de desidratacdo; dissociacdo; decomposicao; oxidagédo e
reducdo. Geralmente transicdes de fase, desidratagdes, reducbes e certas reacdes de
decomposicdo sdo identificadas por eventos endotérmicos, enquanto cristalizacdes, oxidacdes,
algumas reagdes de decomposicdo por eventos exotermicos (IONASHIRO; CAIRES;
GOMES, 2014).
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Figura 9 - Representa¢do da curva DSC
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Coleta de amostras

As folhas de erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) foram coletadas em
Colombo (PR), no banco de germoplasma da Embrapa Florestas. Estas amostras sao
provenientes da cultivar BRS 408 (Figura 10) plantada em sistema semi-hidropdnico em
canaletas. As amostras foram coletadas em agosto de 2018, por meio de poda, ap6s dois anos

do plantio. Em seguida as folhas foram selecionadas, higienizadas, secas e moidas.

Figura 10 - Variedade de erva-mate comercial BRS 408 proveniente de material selecionado da Embrapa
Florestas

Fonte: O autor
4.1.2 Obtencdo do amido

O amido de milho foi adquirido no comércio local de Colombo/PR (lote: MC 056,
validade: 04/19). As amostras de amido de milho foram secas em estufa a 35 °C por 24 h,
para equilibrar a umidade. Apés as amostras foram pulverizadas em almofariz com pistilo e
armazenadas em dessecador com cloreto de célcio anidro até a execucdo das analises.
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4.2 METODOS
4.2.1 Secagem da Erva-mate

Para a secagem das folhas de erva-mate foi utilizado o microondas, visando preservar
os bioativos presentes nas folhas sem causar danos as mesmas e também por ser um método
rapido e de facil reproducdo (PASSARDI et al., 2006; HANSEL et al., 2008; GUO et al.,
2017). O processo de secagem das folhas foi realizado em microondas (Eletrolux, modelo:
MEP41, poténcia: 1500 w) (Figura 11), de acordo com metodologia modificada proposta por
Hansel et al. (2008). Para secagem das folhas foram pesadas amostras de 100g, colocadas no
suporte de secagem para microondas. Estas amostras foram secas por 5 min com poténcia de

70 % no microondas. Esta metodologia foi obtida em testes preliminares.

Figura 11 - Folhas de erva-mate secas em microondas

Fonte: O autor
4.2.2 Trituragdo da Erva-mate

As folhas de erva-mate foram trituradas em liquidificador doméstico (Mondial,
modelo: Eletronic Filter Premium L-60, poténcia: 650 w) (Figura 12). O processo de moagem
foi realizado utilizando amostras de 100 g de folhas de erva-mate secas, trituradas por 30 s.
Apos as folhas trituradas foram peneiradas em tamizes de 18 mesh (1,0 mm) e 35 mesh (0,5
mm) e armazenadas em recipientes plasticos a -18 °C até a preparacao dos extratos (HANSEL
et al., 2008).

Figura 12 - Folhas de erva-mate trituradas em liquidificador doméstico e tamizadas

Fonte: O autor
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4.2.3 Preparo do Extrato Aquoso de Erva-mate

Os extratos foram preparados utilizando 30 g de folhas suspensas em 1 L de agua
destilada (Figura 13) (Lazzarotto et al., 2020). Ap6s 3 min a 90 °C, sem agitacao, o extrato de

erva-mate foi filtrado a vacuo em papel Whatman n° 1, através de funil Buchner.

Figura 13 - Preparo do extrato aquoso de erva-mate

Fonte: O autor

Foram preparados 9 L de extrato aquoso de folhas de erva-mate, para realizar a
triplicata do processo de crioconcentracdo. Em cada batelada do processo foram necessarios 3

L de extrato.

4.2.4 Aplicacdo do Protocolo de Crioconcentracédo

A metodologia aplicada para a crioconcentracdo dos extratos aquosos de erva-mate
foi de acordo com Boaventura et al. (2013). Este método é chamado crioconcentracdo por
blocos completa que consiste no congelamento total de uma solucdo, seguido pelo
descongelamento parcial, sob a separacdo gravitacional simples. Sendo assim sdo obtidas duas
fragdes: o fluido concentrado (C) e o gelo (G) (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007;
AIDER; DE HALLEUX, 2009; AIDER; OUNIS, 2012). O congelamento dos extratos
aquosos de erva-mate foi realizado em freezer convencional (marca: Eletrolux, modelo: FE
18). E o processo de crioconcentracéo foi realizado em triplicata.

Conforme o0 esquema proposto na Figura 14, um volume inicial de 3 L de extrato
aquoso de folhas de erva-mate foi dividido em trés lotes de 1 L, os quais foram congelados a -
20+ 2 °C.
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Figura 14 - Esquema do procedimento de crioconcentracdo aplicado
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Fonte: O autor

Nota: Primeiro crioconcentrado (C1), segundo crioconcentrado (C2), terceiro crioconcentrado (C3), quarto
crioconcentrado (C4), gelo do primeiro crioconcentrado (G1), gelo do segundo crioconcentrado (G2), gelo do
terceiro crioconcentrado (G3), gelo do quarto crioconcentrado (G4).

Apds 24 h os 3 L de extrato inicial (El) estavam completamente congelados. A seguir
iniciou-se 0 processo de descongelamento, em temperatura ambiente (20 £ 2 °C), no qual
foram necessérias 20 h para descongelar 50 % do volume do extrato inicial. A cada 1 L de
extrato aquoso de erva-mate congelado foram obtidos, 500 mL de extrato concentrado, 0s
quais foram medidos em proveta de vidro. O extrato concentrado (1,5 L) constituiu o primeiro
estagio de crioconcentragdo (C1). Este concentrado obtido na primeira etapa (Cl) foi
congelado novamente a -20 + 2 °C por 24 h. E a seguir foram descongelados 50 % do volume
(750 mL), durante 20 hor as para obtencdo do concentrado da segunda etapa (C2). O C2 foi
congelado durante 24 h e 50 % do volume (375 mL) descongelado para obtencdo do
concentrado da terceira etapa (C3). Este procedimento foi repetido novamente para obtengédo
do quarto estagio (C4) com volume de 187,5 mL. Uma aliquota de 30 mL cada estagio do
processo foi armazenada a -20 + 2 °C para posterior incorporagdo nos amidos e analises

quimicas.
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4.2.5 Determinacdo da densidade (D)

A metodologia de analise de densidade relativa dos extratos (EI, C1, C2, C3 e C4)
foi adaptada da Farmacopeia Brasileira 62 ed. (BRASIL, 2019). Um volume fixo de 1 mL do
extrato foi pesado utilizando balanga analitica em triplicata. Também foi obtida a massa de 1
mL de &gua destilada tipo 1l na mesma temperatura da amostra (20 °C). Utilizando o valor de
densidade da agua estabelecido pela Farmacopéia na temperatura mensurada no momento da

analise, foi calculada a densidade relativa, conforme a Equacéo 1:

Mamostra
D= X Dégua tabela (@)
mégua

Em que D é a densidade relativa da amostra, Mamestra € @ Massa experimental de
determinado volume da amostra, msgua € @ massa experimental de determinado volume de

agua e Dsgua tanela € @ densidade tedrica da agua na temperatura mensurada.

4.2.6 Determinacéo de sélidos totais (ST)

O teor de sélidos totais das amostras de extratos de erva-mate (El, C1, C2, C3 e C4)
e dos gelos provenientes dos estagios de crioconcentracdo (G1, G2, G3 e G4) foi determinado
através da perda de peso ap6s secagem em estufa a 80 °C até peso constante e expresso como
teor de sélidos totais/massa total (g/100g) (AOAC, 2016). Todas as analises dos concentrados
e dos gelos foram realizadas em triplicata.

4.2.7 Determinacdo do teor de cinzas (C)

Essa analise foi realizada utilizando as amostras provenientes da determinacdo de
perda por dessecacdo. A metodologia utilizada foi adaptada da Farmacopéia Brasileira 62
edicdo (BRASIL, 2019). A amostra dessecada foi levada ao forno mufla por 2 h a temperatura
de no maximo 600 °C. O cadinho foi entdo resfriado em dessecador e pesado em balanca
analitica. O teste foi realizado em triplicata para cada extrato e a porcentagem de cinzas
obtida comparando a massa inicial da amostra (antes da desseca¢do em estufa) com a massa

das cinzas obtidas (m/m).
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4.2.8 Determinacgdo do teor de matéria organica (MO)

O teor de matéria organica (MO) presente nos extratos de erva-mate (El, C1, C2, C3
e C4) foi calculado determinando a diferenca entre o teor de solidos totais (ST) e o teor de

cinzas (C).

4.2.9 Avaliacdo do Processo de Crioconcentracao

O fator de concentracdo de cada estagio de crioconcentragdo foi calculado em funcao
do aumento da concentracdo da solugdo em relacdo a quantidade de teor de solidos totais (ST)
do extrato inicial de erva-mate (EI) (AIDER; OUNIS, 2012). O fator de concentracdo (%) é

calculado a partir da Equacao 2:

. STy
Fator de concentragdo = ST, X 100 @)
0

Em que ST, é o teor de solidos totais (g) do concentrado de cada etapa de
crioconcentracdo e STy € o teor de de s6lidos totais do extrato aquoso inicial de folhas de erva-
mate.

A eficiéncia do processo de crioconcentracdo foi calculado de acordo com a
metodologia proposta por Belén et al. (2012). Este resultado avalia quanto eficiente foi cada
etapa do processo. Este céalculo considera a relacdo da diferenca dos teores de sélidos totais no
crioconcentrado e do gelo pelo teor presente no crioconcentrado, Equagao 3:

STy —

ST,
—— 9100 A3)

Eficiéncia —
ficiéencia ST,

Sendo que ST; € o resultado de uma anélise da concentragdo no crioconcentrado e
STy € o resultado de uma andlise da concentragdo no gelo na mesma etapa da

crioconcentragao.

4.2.10 Incorporagéo dos Extratos Crioconcentrados de Erva-mate em Amido

Para incorporacdo dos extratos crioconcentrados de erva-mate em amido milho,

foram pesadas 20 g de amido nativo (N) e adicionado em 100 mL de extrato de erva-mate,
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este procedimento foi realizado para cada um dos extratos (El, C1, C2, C3, C4). Cada béquer
contendo o amido e os extratos crioconcentrados foram colocados em agitacdo magnética
constante a 25 °C por 30 min. As amostras (AEIl, AC1, AC2, AC3 e AC4) foram filtradas a
vacuo, utilizando kitassato e funil de blchner com papel filtro 125 mm, e secas em estufa de
circulacdo de ar a 35 °C por 24 h. Apbs as amostras foram pulverizadas com almofariz e
pistilo, peneiradas em tamis de 80 e 170 mesh e mantidas em dessecador com cloreto de
calcio anidro até a execucdo das analises. Este procedimento pode ser mehor observado na

Figura 15.

Figura 15 - Esquema do procedimento de incorporagdo dos extratos crioconcentrados de erva-mate em amido
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Fonte: O autor
4.2.11 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
4.2.11.1 Preparo dos Extratos

As amostras de extratos de erva-mate (El, C1, C2, C3 e C4) foram filtradas em
membrana Chromafil® Xtra PA-45/25, poro de 0,45um, @ 25mm. Ap6s 1 mL de cada
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amostra foi transferido para vial e foi adicionado 50 pg mL™ do padréo interno umbeliferona
(Sigma®) para analise em CLAE. As amostras foram preparadas em triplicata.

4.2.11.2 Analise Cromatogréfica por CLAE-UV

As analises por CLAE foram conduzidas em triplicata, em cromatografo liquido
Shimadzu® (UFLC), controlado pelo Software LC Solution e equipado com injetor
automatico e detector de UV (SPD-20A), no laboratério de Ecofisiologia Vegetal da
Universidade Federal do Parana. A separacdo dos compostos presentes nas amostras foi
realizada conforme metodologia de Tomasi (2020). Para a separacdo dos compostos utilizou-
se a coluna Shim-Pack CLC- ODS (M)® (250 x 4,6 mm, @ 5 um), a qual foi protegida por
uma pré-coluna Shim-Pack CLC G-ODS® (10 x 4.0 mm, @. 5 um), ambas da Shimadzu®. As
condi¢cdes de separagdo dos compostos presentes no extrato aquoso (20 puL de inje¢do) foram:
30 °C com fluxo de 0,5 mL.min-1 de eluente com a fase mével A (H,O:acido acético
Alphatec® - 99,9:0,1 v/v) e B (acetonitrila Merck® - 100%). O comprimento de onda
utilizado para deteccdo do composto foi 280 nm (fixo).

O programa de eluicdo com gradiente foi: 0-15 min (3 % B), 15-20 min (3—20 % B),
20-40 min (20 % B), 40-45 min (20-30 % B), 45-55 min (30-100 % B). A coluna foi mantida
nessa condicdo por 20 min para a limpeza. Entre 75 e 80 min aplicou-se novamente a
condicdo inicial de 3 % de acetonitrila, sendo mantida até 95 min para a estabilizacdo da linha
base do detector e da pressdo do sistema. Solucdes padrdes dos compostos de teobromina,
cafeina, &cido 5-cafeoilquinico, rutina e 3,5-dicafeioquinico, todos Sigma®, foram usadas
para identificar esses compostos nas andlises. Como padrdo interno utilizou-se a
umbeliferona. Para quantificacdo dos compostos foi utilizada uma curva para cada padrdo
analisado. Os pontos dos padrdes foram calculados usando a equagéo 4.

O padréo interno foi adicionado na mesma concentragdo nas amostras de erva-mate e
a equacado 4 foi utilizada para determinar a relacdo de cada composto com o0 padréo interno.
Estes valores foram usados para calcular a concentragédo da amostra expressando em mg de

composto por grama de amostra, em base seca (mg g™).

= @
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Sendo P; o valor do ponto da amostra com a concentracéo j. A, € a area do padréo na
concentracdo j e A; € a area do padrao interno usado.

4.2.12 Termogravimetria e Anélise Térmica Diferencial (TG-DTA)

As curvas TG-DTA foram obtidas utilizando um sistema de analise térmica DTG
60H (Shimadzu, Japdo), no laboratorio de Tecnologia da Madeira na Embrapa Florestas. O
instrumento foi calibrado previamente com pesos padrdes e verificado com padrdo de oxalato
de célcio mono-hidratado. As amostras foram aquecidas de 30 a 600 °C utilizando cadinhos
de a-alumina abertos, com aproximadamente 5,0 mg de amostra, sob fluxo de ar comprimido
de 100 mL min™ e razdo de aquecimento de 10 °C min™. O software utilizado para calcular as
perdas de massa foi TA-60 WS (Shimadzu, Japdo) (LAZZAROTTO et al., 2017).

4.2.13 Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)

A andlise térmica de DSC foi realizada no Centro de Tecnologia Agroalimentar da
Universidade Estadual de Ponta Grossa. O equipamento DSC Q-200 (TA Instruments, EUA)
foi previamente calibrado de acordo com as especificacdes do fabricante e verificado com
padrdo de indio (99,99 % de pureza, p.f.= 156,6 °C e AH=28,56 Jg-1). Preparou-se uma
suspensdo de amido-agua (1:4, m/v) em cadinhos de aluminio, os quais foram selados e
deixados em repouso durante 1 h em temperatura ambiente (25 °C) antes do inicio da analise,
para intumescimento dos granulos. As seguintes condi¢cdes foram utilizadas: massa de
amostra de 2,5 mg, razdo de aquecimento de 10 °C min™, atmosfera de ar com vazéo de 50
mL min™, faixa de temperatura de 30 a 100 °C (BET et al., 2016). O software Universal
Analysis-2000 (TA Instruments, EUA) foi utilizado para obter e interpretar as curvas.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Uma vez realizadas as analises em triplicata, os resultados foram expressos como
média + desvio padréo (DP). Para verificar se as amostras diferiram entre si, foi aplicada a
analise de variancia (ANOVA) e se houvesse distin¢Oes, o teste de Tukey foi utilizado para
comparar as médias. As diferencas estatisticamente significativas forma consideradas quando
p < 0,05. Para o célculo foi utilizado o software STATISTICA versdo 7.0 (StatSoft Inc.,
Tulsa-OK, EUA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DENSIDADE, SOLIDOS TOTAIS E
CRIOCONCENTRADOS DE ERVA-MATE

CINZAS DOS EXTRATOS

Conforme Boaventura et. al. (2013) o teor de compostos bioativos dos extratos
aquosos de erva-mate aumentam de acordo com o estagio da crioconcentracdo. Para avaliar o
processo de crioconcentracdo nos extratos aquosos de erva-mate foram determinadas a
densidade (D), teor de solidos totais (ST) e o teor de cinzas (C) das amostras do extrato inicial
(El), primeiro crioconcentrado (C1), segundo crioconcentrado (C2), terceiro crioconcentrado
(C3) e quarto crioconcentrado (C4). Conforme a Tabela 2 observa-se que o processo de
crioconcentracgéo foi efetivo, pois aumentando a D, aumenta o teor de ST e consequentemente
o teor de MO (AIDER; DE HALLEUX; AKBACHE, 2007; AIDER; DE HALLEUX, 2008).

Tabela 2 — Teor de densidade (D), solidos totais (ST), cinzas (C) e matéria organica total (MO) dos extratos de
erva-mate inicial (EI) e nos diferentes estagios de crioconcentragdo

D (g/mL) ST (%) C (%) MO (%)
El 1,0029 + 0,0170° 1,02 +0,05° 0,20 £ 0,01 0,89 + 0,06°
C1 1,0030 + 0,0106" 1,51 +0,01° 0,23 + 0,09 1,28 +0,07¢
C2 1,0124 + 0,0065" 2,18 +0,08° 0,27 + 0,07 1,91 +0,01°
C3 1,0188 + 0,0168% 2,61+ 0,10 0,32 +0,03° 2,30 £ 0,09°
C4 1,0322 + 0,0034 3,35 +0,01° 0,39 + 0,03 2,96 +0,02°

Nota: Médias com letras diferentes na coluna significam que sdo estatisticamente diferentes de acordo com o
teste de Tukey (P<0.05).

Na Figura 16 e na Figura 17 sdo visualizados os resultados das analises dos extratos
provenientes da crioconcentracdo de acordo com a etapa do processo. Estes resultados sdo
similares aos obtidos por Boaventura et al. (2013), sugerindo a eficiéncia na concentracdo do

teor de compostos fenolicos e 0 aumento da atividade antioxidante.
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Figura 16 - Resultados das analises de densidade e s6lidos totais dos extratos provenientes da crioconcentracao
de acordo com a etapa do processo.
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Nota: (EIl) é o extrato inicial e (C1, C2, C3, C4) sdo 0s extratos crioconcentrados respectivos.
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Figura 17 - Resultados das analises de cinzas e matéria organica dos extratos provenientes da crioconcentragao
de acordo com a etapa do processo
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Nota: (El) é o extrato inicial e (C1, C2, C3, C4) sdo 0s extratos crioconcentrados respectivos.
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Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados de ST, C e MO dos gelos (G) obtidos
dos extratos crioconcentrados de erva-mate. Observa-se que o teor de ST presentes nos gelos
aumentou de acordo com as etapas de crioconcentracdo. Sendo assim, 0 aumento do teor de
ST é significativo a apartir do estagio G3. Também é observado que a eficiéncia do processo
diminui com o aumento das etapas de crioconcentracdo. Durante o processo de separacdo do
concentrado e do gelo, a fase congelada permanece com alto teor de ST. Este fendmeno pode
ser responsavel pela diminuicdo da eficiéncia do processo (AIDER; DE HALLEUX;
AKBACHE, 2007). Resultado semelhante foi encontrado no estudo proposto por Boaventura
et. al. (2013), no qual o teor de ST presentes no gelo na primeira etapa (C1) foi de 0,09 + 0,03
e 0,55 + 0,03 na quarta etapa (C4).

Tabela 3 — Teor de sélidos totais (ST), cinzas (C) e matéria organica (MO) do extrato de erva-mate inicial (El) e
dos gelos provenientes de cada estagio de crioconcentragdo

ST (%) C (%) MO (%)
El 1,02 + 0,05° 0,20 +0,01° 0,89 + 0,06°
Gl 0,53 +0,01° 0,17 + 0,04 0,36 + 0,02°
G2 0,84 +0,04° 0,19 + 0,06° 0,65 + 0,05"
G3 1,75+ 0,08 0,21 + 0,02 1,53 +0,02°
G4 1,87 + 0,042 0,25 + 0,02° 1,62 +0,08°

Nota: Gelo do primeiro estagio de crioconcentracdo (G1), gelo do segundo estagio (G2), gelo do terceiro estagio
(G3) e gelo do quarto estagio (G4). Médias com letras diferentes na coluna significam que séo estatisticamente
diferentes de acordo com o teste de Tukey (P<0.05).

Na Figura 18 € visualizada a evolucdo do teor de ST, C e MO em funcdo dos
estdgios de crioconcentracdo e dos respectivos gelos. Entre o estagio 1 e 2 da
crioconcentracdo houve um aumento de 0,31 % do teor de ST no gelo e um aumento de 0,91
% entre 0s estagios 2 e 3. Na ultima etapa foi observado um aumento do teor de sélidos totais
no gelo (0,12 %). De acordo com Aider e Ounis (2012), o aumento do teor de ST no gelo
pode ser explicado pelo fato de que eles tendem a ficar retidos nas fragdes congeladas durante
0s estagios finais da crioconcentracdo. Resultados semelhantes foram encontrados no trabalho

de Boaventura et.al. (2013), sugerindo que o processo de crioconcentracao foi eficiente.
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Figura 18 - Evolugdo do teor de sélidos totais e cinzas dos concentrados e dos gelos em fungéo dos estagios da
crioconcentracao
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Nota: A linha preta unida por quadrados (-m-) representa 0s teores presentes no extrato crioconcentrado e a linha
vermelha unida por circulos (-e-) representa os teores presentes no gelo correspontente a0 mesmo extrato
crioconcentrado.
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Figura 19 - Evolucdo do teor de matéria organica dos concentrados e dos gelos em fungéo dos estagios da
crioconcentracao

3.0 1

= N N
o o o
1 1 1

Matéria Organica (%)

=,
o
|

0.5

Extratos de Erva-Mate

Nota: A linha preta unida por quadrados (-m-) representa 0s teores presentes no extrato crioconcentrado e a linha
vermelha unida por circulos (-e-) representa os teores presentes no gelo correspontente a0 mesmo extrato
crioconcentrado.

Na Tabela 4 s&o observados os valores do fator de concentragéo (FC) em cada etapa
do processo de crioconcentracdo. O fator de concentracdo médio do teor de ST foi de 238 %,
do teor de C foi de 157 % e de MO foi de 245 %.

Tabela 4 - Fator de concentragdo da crioconcentracdo
Sélidos Totais (%) Cinzas (%) Matéria Organica (%)

El=C1 149,47 +587° 116,14 +0,28° 158,06 + 7,75
El = C2 213,50 + 3,21° 153,20 + 2,71° 216,40 + 4,88°
El=C3 255,26 + 7,66" 166,79 + 3,65" 271,10 + 10,11°
El= C4 331,70 £ 14,09° 191,28 + 8,55° 336,01 + 19,07

Nota: Extrato inicial de erva-mate (EI), primeiro crioconcentrado (C1), segundo crioconcentrado (C2), terceiro
crioconcentrado (C3) e quarto crioconcentrado (C4). Médias com letras diferentes na coluna significam que séo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P<0.05).

Comparando o EI com o C4 para os teores de ST, cinzas e MO nos extratos de erva-

mate, observa-se que os fatores de concentracdo aumentaram significativamente. O aumento
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do teor de matéria orgénica foi o mais significativo, com um fator de concentragdo de 336,01
%. O menor fator de concentracdo foi o de cinzas (116,14 %). Ja o maior fator de
concentracdo dos ST foi de 331,70 %. No trabalho da Boaventura et al. (2013) o fator de
concentracdo para os ST na quarta etapa de crioconcentracdo de ST foi de 479,6 %. Esta
diferenca do fator de concentracdo pode ter relacdo com a diferenca entre os teores de ST
inicial dos extratos deste trabalho (1,02 %) com os do trabalho que a Boaventura et al. (2013)
obteve (0,70 %). A Eficiéncia do processo de crioconcentracdo é observada na Tabela 5, na

qual o processo apresentou maior eficiéncia na primeira e segunda etapa.

Tabela 5 - Eficiéncia da crioconcentracdo em cada etapa do processo
Sélidos Totais (%) Cinzas (%) Matéria Orgénica (%)

El=C1 66,01 + 4,69° 27,59 + 4,12 73,24 + 5 45°
Cl=C2 60,99 + 3,57" 49,31 +0,27° 62,98 + 4,12°
C2=C3 32,23 +0,98° 15,59 + 1,39° 34,79 + 1,04
C3=C4 46,22 + 6,15° 25,21 + 10,34 48,95 + 7,58°

Nota: Extrato inicial de erva-mate (EIl), primeiro crioconcentrado (C1), segundo crioconcentrado (C2), terceiro
crioconcentrado (C3) e quarto crioconcentrado (C4). Médias com letras diferentes na coluna significam que séo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P<0.05).

Nos estagios consecutivos, a eficiéncia do processo diminuiu quando comparada ao
primeiro e segundo estagios (Tabela 5). De acordo com Belén et al. (2012), a eficiéncia da
crioconcentragdo normalmente diminui em funcdo da evolucdo dos estagios devido ao
aumento da retencdo de solidos no gelo. Outros estudos reportaram declinio na eficiéncia
entre 30 e 50 % nos estagios finais da crioconcentracdo (AIDER; DE HALLEUX;
AKBACHE, 2007; AIDER; DE HALLEUX, 2008).

O melhor resultado de eficiéncia foi observado na primeira etapa (El = C1) para
MO, onde o aumento foi de 73,24 %. Pode-se observer que a eficiéncia nas etapas de
crioconcentragdo € melhor para os ST do que para o teor de C. Isto ocorre devido aos
compostos que formam as cinzas serem mais solUveis na agua e consequentemente Sao 0s que

ficam no gelo.
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52 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA DOS EXTRATOS DE
ERVA-MATE

A determinacdo das concentracdes das principais metilxantinas e polifendis presentes
no extrato inicial de erva-mate (El) e nos extratos crioconcentrados de erva-mate, foram
determinadas através da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Nestas analises
foram observados oito picos principais. Destes foram identificados cinco compostos na
eluicdo, usando padrdes e outros trés picos foram considerados ndo identificados (Ni). A
sequéncia dos picos foi & seguinte: teobromina, composto ndo identificado 1 (Ni 1), acido 5-
cafeoilquinico, composto ndo identificado 2 (Ni 2), cafeina, rutina, acido 3,5-dicafeoquimico
e 0 composto nédo identificado 3 (Ni 3).

Na Tabela 6 sdo observados os teores das metilxantinas presentes no EIl e
crioconcentrados de erva-mate. A cafeina é a metilxantina presente em maior concentracao
nos extratos estudados. O aumento nas concentracOes foi significativo até a segunda etapa de
crioconcentracdo (C2), tanto para a teobromina como para a cafeina. Sendo assim, ndo seria
necessario ter realizado o protocolo de crioconcentracdo até a quarta etapa para crioconcentrar

as metilxantinas.

Tabela 6 - Teores das metilxantinas presentes nos extratos de erva-mate

Teobromina (%) Cafeina (%)
TR=27,998+0,017 min TR =31,035+ 0,012 min
El 0,712 + 0,030 1,065 + 0,045°
C1 0,842 +0,112° 1,283 +0,169"
C2 1,136 + 0,126° 1,702 + 0,190
C3 1,196 + 0,045 1,798 + 0,067
c4 1,291 + 0,114 1,928 + 0,171

Nota: Teores em porcentagem massa/massa, Extrato inicial de erva-mate (El), primeiro estagio de
crioconcentragdo (C1), segundo estagio de crioconcentragdo (C2), terceiro estagio de crioconcentragdo (C3) e
quarto estadgio de crioconcentracdo (C4). Médias com letras diferentes na coluna significam que sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P < 0.05).

Nas analises da teobromina € observado que o extrato C2 diferiu estatisticamente do
Extrato Inicial (El). No entanto para a cafeina s@o observadas diferencas estatisticas entre El,
Cl e C2. Esta evolucdo nas concentracGes da Teobromina e da Cafeina podem ser melhor

observadas na Figura 20.
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Figura 20 - Teores das metilxantinas presentes nos extratos de erva-mate
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Nota: Teores em porcentagem massa/massa, Extrato inicial de erva-mate (El), primeiro estagio de
crioconcentracdo (C1), segundo estagio de crioconcentracdo (C2), terceiro estagio de crioconcentracdo (C3) e
quarto estagio de crioconcentragdo (C4).

O teor dos compostos fendlicos isolados do extrato aquoso inicial de folhas de erva-
mate e do concentrado de cada estagio da crioconcentracdo apresentou aumento significativo

até a segunda etapa (Tabela 7).
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Tabela 7 - Teores dos polifendis e flavonoides presentes nos extratos de erva-mate

Acido 5-cafeoilquinico (%) Ac. 3,5-dicafeoilquinico (%) Rutina (%)
TR =30,013 £ 0,012 min TR =47,872 £ 0,155 min TR = 37,266 £ 0,067 min

El 1,319 + 0,073" 3,079 + 0,144° 0,352 + 0,015°
C1 1,543 +0,189" 3,825 + 0,527° 0,409 + 0,053°
C2 2,079 + 0,212 4,970 + 0,598° 0,572 + 0,067°
C3 2,206 + 0,213 5,537 + 0,262° 0,588 + 0,028
c4 2,380 + 0,239 5,474 + 0,524% 0,645 + 0,065

Nota: Teores em porcentagem massa/massa, polifendis (&cido 5-cafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico) e
flavondide (rutina), extrato inicial de erva-mate (EI), primeiro estagio de crioconcentragdo (C1), segundo estagio
de crioconcentracdo (C2), terceiro estagio de crioconcentracdo (C3) e quarto estagio de crioconcentragdo (C4).
Médias com letras diferentes na coluna significam que sdo estatisticamente diferentes de acordo com o teste de
Tukey (P<0.05).

Os acidos fendlicos identificados foram o &cido 5-cafeoilquinico e o &acido 3,5-
dicafeoquimico e o flavonoide identificado foi a rutina. Nas anélises do &cido 5-cafeoilquinico
e da rutina sdo observados que os extratos C2 diferiram estatisticamente do EIl. No entanto
para o &cido 3,5-dicafeoquimico sdo observadas diferencas estatisticas entre os El, C1 e C2.

O acido 5-cafeoilquinico e o acido 3,5-dicafeoilquinico sdo os acidos clorogénicos
mais importantes presentes nos extratos de erva-mate e observou-se aumento significativo do
teor destes entre 0 El e 0 C2 (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007; (MARQUES;
FARAH, 2009). A rutina é o flavondide de maior importancia encontrado no extrato de erva-
mate e neste estudo também apresentou aumento significativo entre o El e 0 C2. Sendo assim,
0 processo de crioconcentracdo foi efetivo até a segunda etapa (C2). Ap0s esta etapa nao foi
obtida significancia estatistica. Esta evolugdo nas concentracGes do acido 5-cafeoilquinico, do

acido 3,5-dicafeoquimico e da rutina podem ser mais bem observadas na Figura 21.
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Figura 21 - Teores dos polifendis presentes nos extratos de erva-mate
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Nota: Teores em porcentagem massa/massa dos polifendis (acido 5-cafeoilquinico (clorogénico), acido 3,5-
dicafeoilquinico), extrato inicial de erva-mate (EI), primeiro estagio de crioconcentracdo (C1), segundo estagio
de crioconcentragdo (C2), terceiro estagio de crioconcentragdo (C3) e quarto estagio de crioconcentragdo (C4).
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Figura 22 - Teores dos flavondides presentes nos extratos de erva-mate
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Nota: Teores em porcentagem massa/massa e do flavonéide (rutina), extrato inicial de erva-mate (EI), primeiro
estagio de crioconcentracdo (C1), segundo estdgio de crioconcentracdo (C2), terceiro estigio de
crioconcentracdo (C3) e quarto estagio de crioconcentragdo (C4).

Na andlise de CLAE foram observadas trés espécies quimicas que nao foram
identificadas com os padrdes disponiveis. Tendo em vista que as analises foram realizadas no
comprimento de onda de 280 nm acredita-se que sejam moléculas relacionadas a outros
polifendis ou com grupamentos quimicos que permitam serem observados nesta faixa
espectral. O comportamento destes compostos frente ao processo de crioconcentragdo ocorreu

semelhante as metilxantinas e aos polifendis (Tabela 8).
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Tabela 8 - Teores dos compostos ndo identificados Ni 1, Ni 2 e Ni 3 nos extratos de erva-mate

Ni 1 (%) Ni 2 (%) Ni 3 (%)

TR =28,669+0,014 min TR =30,202+0,011 min TR = 52,279 + 0,055 min
El 3,572 +0,153" 1,868 + 0,066" 0,712 +0,030°
C1 3,825 + 0,600" 2,023 +0,323" 0,842 +0,112°
C2 5,724 + 0,634° 3,038 + 0,363" 1,136 + 0,126°
C3 5,703 + 0,203" 2,933 +0,261° 1,196 + 0,045
c4 6,573 + 0,591° 3,511 + 0,300° 1,291 +0,114%

Nota: Teores em porcentagem massa/massa, extrato inicial de erva-mate (El), primeiro estgio de
crioconcentragdo (C1), segundo estdgio de crioconcentracdo (C2), terceiro estagio de crioconcentracdo (C3) e
quarto estigio de crioconcentracdo (C4). Médias com letras diferentes na coluna significam que sdo
estatisticamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (P<0.05).

Nestas analises sdo observados que os extratos C2 diferiram estatisticamente do El e

podem ser melhor observadas na Figura 23 e Figura 24.

Figura 23 - Teores dos compostos ndo identificados Ni 1 nos extratos de erva-mate
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Nota: Teores em porcentagem massa/massa, extrato inicial de erva-mate (El), primeiro estdgio de
crioconcentracdo (C1), segundo estagio de crioconcentracdo (C2), terceiro estagio de crioconcentracdo (C3) e
quarto estagio de crioconcentragdo (C4).
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Figura 24 - Teores dos compostos ndo identificados Ni 2 e Ni 3 nos extratos de erva-mate
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Nota: Teores em porcentagem massa/massa, extrato inicial de erva-mate (EI), primeiro estagio de

crioconcentracdo (C1), segundo estagio de crioconcentracdo (C2), terceiro estagio de crioconcentragédo (C3) e
quarto estagio de crioconcentragdo (C4).
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Observou-se variagdo linear positiva e significativa no teor de todos os compostos
fendlicos e metilxantinas analisados, entre o extrato inicial (El) e o segundo estagio (C2) dos
extratos de erva-mate. Sendo assim, o melhor nivel de crioconcentracdo € a etapa 2, onde foi

obtida a melhor extracdo dos compostos bioativos.

5.3  AVALIACAO DO PROCESSO DE INCORPORACAO POR ANALISE TERMICA
5.3.1 Termogravimetria e Analise Térmica Diferencial (TG-DTA)

O processo de incorporacdo foi avaliado por analise termogravimétrica usando 0s
resultados de TG-DTA em atmosfera de ar. Em todas as amostras foram observadas as
primeiras perdas de massas com eventos endotérmicos que correspondes as perdas de

umidade e compostos volateis (Figura 25, Figura 26, Figura 27 e Figura 28).

Figura 25 - Curvas TG-DTA de amido de milho nativo (N) usando amosfera de ar.
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Figura 26 - Curvas TG-DTA de amidos de milho incorporados com extrato inicial de erva-mate (AEI) e com o
extrato crioconcentrado da primeira etapa (AC1) usando amosfera de ar.
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Figura 27 - Curvas TG-DTA de amido de milho incorporados com extratos de erva-mate crioconcentrados da
segunda (AC2) e terceira etapas (AC3) usando amosfera de ar.
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Figura 28 - Curvas TG-DTA de amido de milho incorporado com extratos de erva-mate crioconcentrados da
quarta etapa (AC4) usando amosfera de ar.
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Como observado na Figura 25 ap6s o primeiro evento hd uma etapa de estabilidade
térmica seguida pela segunda e terceira perdas de massas de forma consecutiva. Estas perdas
de massas sdo referentes a decomposicdo e oxidacdo da matéria organica, respectivamente
(AGGARWAL,; DOLLIMORE, 1998; MALUCELLI et al., 2015). A amostra nativa (N)
apresentou resultados similares a trabalhos anteriores (BET et al., 2016; HORNUNG et al.,
2016; HORNUNG et al., 2019; SIQUEIRA et al., 2017).

De acordo com a literatura, os amidos passam pelo processo de despolimerizagdo
quando a temperatura ultrapassa os 300 °C, em atmosfera oxidativa (AGGARWAL,
DOLLIMORE, 1998). Observa-se na Figura 25 o processo endotérmico relacionado a
despolimerizagdo do amido presentes nas curvas EC1 e EC3. Os resultados (Tabela 9)
mostram que os amidos incorporados com extratos de erva-mate apresentaram um aumento da
intensidade dos eventos exotérmicos entre as temperaturas de 287 a 514 °C e

consequentemente uma menor temperatura final de decomposicéo (TG).
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Tabela 9 - Resultados de TG-DTA do amido nativo e dos amidos incorporados com extratos crioconcentrados de
erva-mate

A TG DTA
mostras Etapas Am (%) AT (°C) Tp (°C)
12 10,8 30-118 65 (endo)
Estabilidade - 115 - 305 -
306 — 333 325 (endo)
N 2 64,2 333 - 383 360 (exo)
32 24,3 492 - 556 531 (exo)
Cinzas 0,7
12 9,8 30-118 66 (endo)
Estabilidade - 118 — 296 -
AEI 28 64,9 297 - 455 332 (exo0)
32 24,8 455 - 514 511 (exo)
Cinzas 0,5
12 9,7 30-123 72 (endo)
Estabilidade - 122 — 284 -
285 — 336 321 (endo)
ACL 2 60,2 336 — 433 351 (exo)
32 29,6 433 - 504 505 (exo)
Cinzas 0,5
12 9,7 30-118 70 (endo)
Estabilidade - 118 — 287 -
AC2 28 58,1 288 — 428 348 (exo)
32 31,8 428 — 494 493 (exo)
Cinzas 0,4
12 9,9 30-122 69 (endo)
Estabilidade - 120 - 291 -
292 — 338 322 (endo)
AC3 2 59,9 338 -430 353 (exo)
32 29,8 430 — 488 486 (exo)
Cinzas 0,4
12 9,7 30-119 68 (endo)
Estabilidade - 118 — 286 -
AC4 28 60,0 287 — 419 323 (ex0)
32 29,9 419 — 472 471 (exo)
Cinzas 0,4

Nota: amido de milho nativo (N); amido incorporado com extrato inicial de erva-mate (AEI); amido incorporado
com o extrato crioconcentrado de erva-mate da primeira etapa (AC1); amido incorporado com o extrato
crioconcentrado de erva-mate da segunda etapa (AC2); amido incorporado com o extrato crioconcentrado de
erva-mate da terceira etapa (AC3); amido incorporado com o extrato crioconcentrado de erva-mate da quarta
etapa. (AC4), perda de massa (Am), variacdo de temperatura (AT), temperatura de pico (Tp)
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As amostras de amido de milho incorporadas com extratos de erva-mate apresentam
compostos bioativos inseridos na sua estrutura, pois possuem um comportamento térmico
diferenciado do amido nativo (N). Na Figura 25 a liberacdo de maior energia em temperaturas
mais altas (reacdo exotérmica), isso ocorre provavelmente devido ao aumento de oxigénio
proveniente dos compostos bioativos inseridos na estrutura do amido. Também é observado
um aumento na intensidade dos eventos exotérmicos com o0 avangco da etapa de
crioconcentracdo (Figura 25). Estes resultados indicam que os compostos oxigenados da erva-
mate (polifendis, flavonoides, amino acidos, xantinas e alcal6ides) foram incorporados nos
amidos e corroboram com os resultados da CLAE.

Os teores de cinzas determinadas destas amostras de amido incorporadas com
extratos de erva-mate apresentaram diferencas relacionadas ao extrato usado. Estes resultados
foram de 0,7% para a amostra de amido de milho nativo, 0,5% para o amido incorporado com
0 extrato inicial de erva-mate e de 0,5%, 0,4%, 0,4% e 0,4% para as amostras incorporadas
com 0s extratos crioconcentrados de erva-mate C1, C2, C3 e C4, respectivamente. Os teores
de cinzas determinados apresentaram-se semelhantes a trabalho anteriores (OLIVEIRA et al.,
2014). A temperatura final de decomposicdo das amostras foi deslocada para temperaturas
mais baixas de acordo com o avanco da etapa do extrato crioconcentrado C1 e C4 (531 — 471
°C). Este processo pode estar relacionado a presenca de oxigénio nas amostras incorporadas,

sendo assim, 0 aumento da concentracdo de oxigénio diminui a temperatura.

5.3.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Através da Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) foram avaliadas as
propriedades de gelatinizagdo dos amidos de milho incorporados com extratos
crioconcentados de erva-mate. Os valores dos parametros analisados (To, Tp, Tc, 4H) estdo
apresentados na Tabela 10.

As temperaturas iniciais de gelatinizacdo (To) dos amidos com incorpora¢do dos
extratos crioconcentrados de erva-mate foram semelhantes ao do amido nativo (N). Apenas a
amostra (AC2) apresentou um valor menor de To. Todas as amostras apresentaram valores de
Tp semelhantes. Nas temperaturas de conclusdo (Tc) sdo observadas que as amostras AEl,
AC1 e AC2 apresentaram valores maiores do que do amido nativo, enquanto as amostras AC3
e AC4 obtiveram valores menores. A entalpia de gelatinizacdo (4H) aumentou nas amostras
de amido de milho tratadas com extrato crioconcentrado de erva-mate, sendo que a amostra

(AC1) apresentou o menor valor de entalpia comparado ao amido nativo (N). Estes resultados
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foram semelhantes a outros trabalhos que observaram que a adicdo de compostos fendlicos
(&cidos fendlicos, flavondides, taninos, lignanas e estilbenos) altera as propriedades térmicas
dos amidos e aumenta a entalpia de gelatinizacdo destes (ZHU et al., 2008; ZHU et al., 2009;
ZHU e WANG 2012). A entalpia de gelatinizacdo permite entender qual € a energia
necessaria para que ocorra o entumescimento dos granulos devido a elevacéo da temperatura

de gelatinizacdo e absor¢do de 4gua (WEBER et al., 2009).

Tabela 10 - Resultados da analise de DSC para 0 amido nativo e incorporados com extratos crioconcentrados de
erva-mate

Amostras Tol°C Tp/°C Tc/°C AHgeld g
N 65,8 70,1 74,8 5,3
AEI 66,0 70,6 77,0 59
AC1 65,3 70,3 76,1 5,8
AC2 63,5 69,8 76,6 6,5
AC3 65,9 70,0 73,8 6,9
AC4 65,7 70,2 74,4 7,6

Nota: amido de milho nativo (N); amido incorporado com extrato inicial de erva-mate (AEI); amido incorporado
com o extrato crioconcentrado de erva-mate da primeira etapa (AC1); amido incorporado com o extrato
crioconcentrado de erva-mate da segunda etapa (AC2); amido incorporado com o extrato crioconcentrado de
erva-mate da terceira etapa (AC3); amido incorporado com o extrato crioconcentrado de erva-mate da quarta
etapa (AC4); temperatura inicial (T,); temperatura de pico (T); temperatura de conclusédo (T.); entalpia de
gelatinizagdo (AHge).

A crioconcentracdo de extratos de erva-mate gera uma solucdo rica em compostos
bioativos que alteram as propriedades térmicas do amido de milho (ZHU et al., 2008; ZHU et
al., 2009; ZHU e WANG 2012).
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo mostraram que é possivel aumentar o teor dos sélidos
totais (ST), da matéria organica (MO) e dos compostos bioativos, presentes no extrato aquoso
de erva-mate atraves da técnica de crioconcentracdo por blocos completa. E que este processo
proporciona a producgéo de extratos aquosos de erva-mate com potencial qualidade nutricional
elevada podendo ser aplicada para 0 uso humano.

O processo de crioconcentracdo apresentou fatores de concentracdo (FC) e
eficiéncias (E) semelhantes aos relatados na literatura. Os fatores de concentacdo aumentaram
significativamente com o aumento das etapas da criococentracdo, tanto para ST, C e MO. A
primeira e a segunda etapas do processo mostraram-se mais eficientes.

Nas analises de CLAE foi observado que as metilxantinas (cafeina e a teobromina)
aumentaram significativamente entre o EI e 0 C2. O mesmo foi observado para os polifendis
(&cido 5-cafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e a rutina).

As incorporagdes dos extratos de erva-mate nas amostras de amido de milho foram
confirmadas através da analise térmica. Nas curvas TG-DTA foi possivel observar o aumento
da intensidade dos eventos exotérmicos com 0 avanco das etapas de crioconcentracdo. Isto
mostra que houve aumento nos indices de oxigénio presentes nas amostras analisadas de
amidos incorporados com extratos de erva-mate. Estes resultados indicaram que compostos
oxigenados (polifendis e metilxantinas) foram incorporados nos amidos.

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) mostrou que as amostras de amido de
milho incorporadas com extratos de erva-mate crioconcentrados tiveram os valores de
entalpia de gelatinizacdo (4H) aumentados em todos os estagios da crioconcentracao. E a
temperatura de pico (Tp) das amostras apresentou valores semelhantes e a temperatura de
conclusdo (Tc) as amostras de amido de milho incorporado com EI, C1 e C2 apresentaram
valores aumentados. Estes resultados demonstram que 0s extratos crioconcentrados de erva-
mate foram incorporados no amido de milho, pois alteraram as propriedades térmicas dos
amidos.

Neste estudo, usando métodos termoanaliticos e cromatograficos, foi possivel
concluir que o processo de incorporagao dos bioativos de extratos crioconcentrados de erva-

mate em amido de milho é efetivo.
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