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por aquilo que faz o seu coracao vibrar. Opte pelo que gostaria de fazer,

apesar de todas as consequéncias.
(Osho)






RESUMO

A crescente preocupacao com a qualidade de vida e bem-estar ¢ observada em diversos
segmentos da sociedade contemporinea, o que traduz o interesse por alimentos que sejam
sinénimo de praticidade, sabor e seguranga alimentar. A erva-mate (llex paraguariensis), planta
nativa da regido sul do continente americano, possui potencial nutricional e antioxidante pouco
explorado, estando seu consumo basicamente restrito as bebidas tradicionais. O uso de
compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos, carece de pesquisas quanto a suas
aplicabilidades e funcionalidades. As particulas lipidicas solidas sdo uma tecnologia capaz de
proteger os bioativos das mais diversas condi¢des de exposi¢ao. Do ponto de encapsulacao, as
microemulsdes sdo um sistema atraente para a veiculagdo de compostos ativos. Objetivamos a
protecao do potencial antioxidante do extrato liofilizado de erva-mate utilizando particulas
lipidicas solidas (PLS) e sua aplicagdo em iogurte natural. O extrato de erva-mate liofilizado,
foi caracterizado e submetido a testes de microencapsulacdo por PLS, utilizando cera de
abelha como agente encapsulante. Obtivemos particulas lipidicas so6lidas insoluveis em agua,
esta apresentou eficiéncia de encapsulagdo de 92,73% para um extrato liofilizado de erva-mate
com concentracao de 40%. A técnica de microemulsdo protegeu o potencial antioxidante do
extrato liofilizado durante 45 dias de armazenamento e o teste de digestibilidade mostrou o
rompimento da microcapsula em condi¢des entéricas, sugerindo a liberagdo do ativo no sitio
de absor¢do. As microcapsulas adicionadas ao iogurte natural ndo afetaram a contagem de
bactérias lacticas e ndo interferiram na aceitabilidade e inten¢do de compra do produto, perante
analise sensorial. Diante destes resultados concluimos que o extrato liofilizado de erva-mate ¢
uma alternativa para expandir os beneficios antioxidantes dessa planta para outros alimentos e
publicos, além do consumo cultural. O desenvolvimento de PLS apresenta-se como uma
alternativa eficiente para preservagdo do potencial antioxidante do extrato liofilizado de erva-
mate durante o armazenamento, permitindo que este chegue até seus sitios de absorcao e
exerca sua acdo bioldgica, ademais, quando adicionadas em iogurte natural as PLS carreadas
de extrato liofilizado de erva-mate ndo interferiram na viabilidade das bactérias lacticas e na

aceitabilidade e intengcdo de compra do produto.

Palavras-chave: Erva-mate, antioxidantes, compostos bioativos, microemulsdo, particulas
lipidicas soélidas






ABSTRACT

The growing concern with quality of life and well-being is observed in several segments of
contemporary society, which reflects the interest in food that is synonymous with practicality,
taste and food safety. llex paraguariensis, native to the southern region of the American
continent, has a great nutritional and antioxidant potential, but poorly explored and its
consumption is basically restricted to traditional beverages. The use of bioactive compounds
for food development lacks research on their applicability and functionalities. Solid lipid
particles are a technology capable of protecting the bioactive from the most diverse exposure
conditions. From the point of encapsulation, microemulsions are an attractive system for the
delivery of active compounds. We aimed to protect the antioxidant potential of lyophilized
extract of yerba mate using solid lipid particles (PLS) and its application in natural yogurt.
The lyophilized yerba mate extract was characterized and submitted to PLS
microencapsulation tests using beeswax as an encapsulating agent. We obtained water
insoluble solid lipid particles, which presented a 92.73% encapsulation efficiency for a
lyophilized extract of yerba mate with 40% concentration. The microemulsion technique
protected the antioxidant potential of the lyophilized extract during 45 days of storage and the
digestibility test showed rupture of the microcapsule under enteric conditions, suggesting the
release of the active at the absorption site. The microcapsules added to the natural yoghurt did
not affect the lactic acid count and did not interfere in the acceptability and intention to
purchase the product, through sensorial analysis. In view of these results we conclude that
lyophilized extract of yerba mate is an alternative to expand the antioxidant benefits of this
plant for other foods and public, as well as cultural consumption. The development of PLS

presents itself as an efficient alternative for the preservation of the antioxidant potential of the
lyophilized extract of yerba mate during storage, allowing it to reach its sites of absorption
and exercise its biological action, in addition, when added in natural yoghurt PLS carried by
lyophilized extract of mate did not interfere in the viability of lactic acid bacteria and in the

acceptability and intention to purchase the product.

Key words: Yerba mate, antioxidants, bioactive compounds, microemulsion, solid lipid

particles
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1 INTRODUCAO

O atual cenario epidemioldgico ¢ caracterizado por um quadro crescente e continuo de
transi¢do nutricional, evidenciado por mudangas no padrao alimentar e nos niveis de atividade
fisica. Este quadro tem consequéncias negativas no estado nutricional da populagdao (BRASIL,
2016), por conseguinte, faz-se necessario a valorizagdo e a utiliza¢do de alimentos que, além
de nutrir de forma balanceada o organismo, promova saude e funcionalidade (POPKIN;
KENAN JR., 2016).

Dentre esses alimentos destaca-se um alimento tradicional dos paises da América do
Sul, considerado sindnimo de hospitalidade, tradigdo e satude, a erva-mate. llex paraguariensis
St. Hil (erva-mate) ¢ amplamente consumida e produzida no sul do Brasil, na Argentina,
Uruguai e Paraguai. Esta planta, é rica em diferentes biocompostos, tais como, fendis,
metilxantinas, terpenos, saponinas, flavonoides, entre outros que denotam atividade
antioxidante. Seu consumo esta associado a redug¢ao de peso corpdreo , da gordura corporal e
de marcadores de risco cardiometabolico (SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005) efeito
hipocolesterolémico, hipoglicemiante (FERNANDES et al., 2016) e hepatoprotetor
(SCALBERT et al., 2005).

A erva-mate, pertencendo ao grupo dos produtos ndo madeireiros de extrativismo
vegetal, pode ser coletada da floresta, produzida em plantio ou sistemas agroflorestais,
representando uma forma ambientalmente sustentavel de geracdao de renda e uma alternativa
de diversificagdo econdmica para a agricultura familiar. O consumo da erva-mate ainda ¢
fortemente ligado a habitos culturais o que apresenta-se como limitacdo na sua utilizacio
(EMBRAPA, 2000; LUZ, 2011a). Neste sentido, investigacdes que valorizem outras formas
de consumo ¢ de grande importancia para a valorizagao da erva-mate.

A utilizacdo da llex paraguariensis em alimentos prontos apresenta-se como uma das
possibilidades de ampliagdo do mercado da erva-mate e para que isto seja possivel ¢
necessario que se estabelecam técnicas que permitam a garantia da manutencdo dos
compostos bioativos e que sejam sensorialmente aceitaveis.

A encapsulagdao ¢ uma tecnologia capaz de proteger os bioativos das mais diversas
condigdes de exposicao, pois permite o revestimento de particulas soélidas, gotas de liquidos e

dispersdes, com um “filme protetor”, ¢ um meio de embalagem, separagdo e
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armazenamento de materiais em cdpsulas para posterior liberagdo (SOBEL; VERSIC;
GAONKAR, 2014). A utilizagdo de particulas lipidicas so6lidas (PLS) para encapsugdo tém
certas vantagens em relacdo as outras técnicas, como o aumento da estabilidade fisica e
quimica, a possibilidade de obter maior eficiéncia de encapsulacdo, controle mais preciso
sobre as propriedades de liberagdo dos ativos encapsulados, possibilidade de producdao em
grande escala e esterilizagdo (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012), estas vantagens
também permitem que sejam uma opcdo interessante de protecdo de materiais com
bioatividade (BAZZARELLI; PIACENTINI; GIORNO, 2017).

A Universidade de Passo Fundo, Centro de Pesquisa em Alimentacao (Cepa) e curso de
Engenharia de Alimentos, atuam em pesquisas com erva-mate desde 1997, quando da
aprovacao de diferentes projetos junto a Fapergs e Secretaria de Ciéncia e Tecnologia do estado
do RS. Na atualidade, o curso de Engenharia de Alimentos e o Programa de Pds-Praduacao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) aprovaram o projeto “Erva-mate como
componente funcional no desenvolvimento de processos e produtos alimentares”, que visa
utilizar a erva-mate, como componente funcional, para o desenvolvimento de processos e
produtos visando fomentar a industria alimenticia do Polo Corede da Produgao.

Neste contexto, objetivamos o estudo da protecdo do extrato de folhas de erva-mate
através da técnica de microencapsulacdo e sua utilizagdo em iogurte natural como matriz

alimenticia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contexto epidemiologico

Os resultados de diferentes estudos epidemiologicos vém confirmando um quadro
continuo e crescente de transi¢do nutricional caracterizada por mudangas no padrao alimentar
e nos niveis de atividades fisica com consequéncia direta no estado nutricional da populagdo
(BRASIL, 2016). Cerca de 53,9 % dos brasileiros encontram-se acima do peso e 18,9 % da
populagdo brasileira encontra-se em quadro de obesidade, sobrepeso e obesidade sao fatores de
risco para doengas cronicas como hipertensao, diabetes, doengas cardiovasculares e cancer, que
respondem por 72 % dos o6bitos no pais (BRASIL, 2016).

Este contexto de transi¢do nutricional pode ser uma consequéncia de fatores como a
urbanizagdo e a globalizagdo: as grandes redes de supermercados tém contribuido para facilitar
0 acesso a alimentos pré-cozidos, salgados, agucarados e gordurosos o que associados ao pouco
tempo dedicado a alimentagdo e o sedentarismo justificam a queda na qualidade alimentar e
as prevaléncias atuais de excesso de peso (POPKIN, 2001; POPKIN; KENAN JR., 2016).

Karanja et al. (2007) refor¢am que a aceleracao do ritmo urbano e da inser¢ao da mulher
no mercado de trabalho, ocasionam uma busca evidente por alimentos industrializados que nao
demandem muito tempo para o preparo, porém, muitos destes alimentos apresentam uma
composi¢ao nutricional desbalanceada: baixo teor de fibras, vitaminas, minerais € compostos
bioativos e altos teores de gorduras saturadas, sodio e agucares.

E importante ressaltar que um alimento ndo pode ser considerado saudavel ou nio
simplesmente por ser industrializado, algumas formas de processamento sdo essenciais,
benéficas ou inofensivas. Porém, muitas caracteristicas nutricionais dos alimentos
ultraprocessados apresentam-se como uma grande problemadtica: possuem baixa qualidade
nutricional, apresentam-se hiperpalatdveis causando uma quase dependéncia, sao
agressivamente anunciados e comercializados e normalmente derivam de um sistema cultural,
social e ambientalmente insustentavel (CAYON, 2015). Um estudo realizado pela Organizacao
da Saude Pan Americana (Figura 1), que associou os dados de volume de vendas de produtos
ultraprocessados com as altera¢des no Indice de Massa Corporal (IMC) de adultos (+ 18 anos)
entre 2000 e 2009 em 12 paises da América Latina (exceto Argentina), da suporte a influéncia

que os habitos alimentares exercem sobre o estado nutricional dos individuos (PAHO, 2015).
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Nos paises onde as vendas de produtos ultraprocessados sdo baixas e as dietas

tradicionais ainda prevalecem, como Bolivia ¢ Peru, teve-se menor média de IMC, ao

contrario de paises onde as vendas destes produtos sdo superiores, como México e Chile, que

tiveram maior média de massa corporal (PAHO, 2015).

Figura 1- Vendas anuais per capita de alimentos e bebidas ultraprocessados e a relagio com Indice de Massa
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Produtos ultra-processados aqui incluem refrigerantes, lanches doces e salgados, cereais matinais, confeitaria (doces), sorvete, biscoitos,
suco de frutas e legumes ndo naturais, bebidas esportivas e energéticas, cha ou café pronto para beber, molhos e refeigdes prontas.

Quantidade em litros convertidos em guilogramas. Os valores de venda s3o do euromonitor Passport Database (2014) (38). Os valores do
IMC s3o dados da infobase global da OMS (42).

Fonte: Pan American Health Organization (PAHO, 2015)

O olhar mais atento de nutricionistas e outros especialistas da area tem orientado a

diminui¢do do consumo de alimentos industrializados e apontado os lapsos da industria de

alimentos em relacdo a saude do publico consumidor. No entanto, a rotina de trabalho e o

estilo de vida iminente acabaram por ocasionar uma dependéncia de alimentos prontos para

consumo, o que aponta para poucas solucdes, sendo a mais interessante delas a adequagao da

industria de alimentos para melhora dos produtos industrializados (POKIN, 2016).
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Recentes esfor¢os da industria alimentar mostram seu interesse em investir em
alimentos industrializados que também sejam sin6nimos de saude, ndo apenas para atender a
demanda do publico consumidor, mas para contribuir com a melhora da qualidade alimentar
que ¢ uma questao de saude publica (POKIN; KENAN, 2016). Além da reducao dos teores de
agucares, sodio e gorduras saturadas, o aumento do teor de fibras e a incorporagdo de
ingredientes funcionais nos alimentos tém se mostrado estratégias eficazes para melhorar o
impacto dos alimentos industrializados na saude do consumidor (BOTELHO; CANAS;
LAMEIRAS, 2017).

2.2 Ingredientes funcionais

O fator satde tem se tornado uma das principais motivagdes ¢ justificativas nas escolhas
alimentares do consumidor mundial e é neste contexto que se reconhece a importancia dos
alimentos funcionais (MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016).

Os alimentos funcionais podem ser definidos como alimentos ou ingredientes que
produzem efeitos benéficos a satide, além de suas funcdes nutricionais bésicas e tem
apresentado grande importancia para o setor comercial em todo o mundo (BRASIL, 2008).
Segundo o Ministério da Satide do Governo Brasileiro (2008) os alimentos funcionais
caracterizam-se por oferecer varios beneficios a saude, além do valor nutritivo inerente a sua
composi¢ao quimica, podendo desempenhar um papel potencialmente benéfico na reducao do
risco de doengas cronicas ndo transmissiveis e doengas degenerativas, como cancer e diabetes,
dentre outras, porém, € necessario que o consumo destes alimentos seja regular a fim de que
seus beneficios sejam alcancgados.

Como maneira de facilitar a inclusdo de alimentos funcionais na dieta da populacao
tem- se a inclusdo de ingredientes funcionais em alimentos prontos para consumo através da
industria e da tecnologia de alimentos (MAHALIK; NAMBIAR, 2010). Além de dar uma
“nova face” aos alimentos industrializados fazendo com que sejam promotores de saude e
bem-estar a inclusdo de ingredientes funcionais em alimentos industrializados vai de encontro
ao estilo de vida do consumidor do século XXI: pouco tempo dedicado & alimentagdo, porém
desejo de melhorar o consumo alimentar (POPKIN; KENAN JR., 2016).

Entre os compostos que conferem a um alimento a alegacdo funcional, tem-se os

compostos bioativos que sdo em sua maioria metabolitos secundarios de plantas e vegetais.
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Geralmente, estdo relacionados com os sistemas de defesa das plantas contra a radiagdo
ultravioleta ou as agressdes de insetos ou patdogenos (JIMENEZ-GARCIA et al., 2013). A
ingestdo insuficiente de compostos bioativos constitui componente de risco para doencas
cronicas nao transmissiveis, sendo que estes compostos interferem em alvos fisiologicos
especificos, modulando a defesa antioxidante, defesa frente a processos inflamatorios e
mutagénicos 0s quais estdo relacionados a varias doencas e nao ha duvidas de que sejam

essenciais para a manutencao da saude (ADAM et al., 2002).

2.2.1 Metabolitos secundarios

Apesar de no passado ja terem sido considerados como produtos de excre¢ao do reino
vegetal, os metabolitos secundérios atualmente despertam grande interesse pela imensa
atividade farmacologica que possuem, além disso, possuem importancia comercial para a
industria de alimentos, agrondmica, farmacéutica, perfumaria, entre outras (JIMENEZ-
GARCIA etal., 2013). Um critério para classificagdo dos metabolitos secundarios com func¢ao
bioativa ¢ relativamente complicado de ser estabelecido quando se consideram suas
particularidades. Porém podem ser citadas trés principais classes desses metabolitos: a
classe dos alcaloides, onde se encontram as metilxantinas; a classe dos terpenos, que incluem

os Oleos essenciais ¢ a classe dos compostos fenolicos, que envolve os taninos, flavonoides e

acidos fenolicos (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 1992).

O precursor dos aminoacidos, s3o alcaloides que em geral estdo relacionados a um efeito
antiplaquetario, anticolinérgico, analgésico e antitissico, dentre as principais classes de
alcaloides destacam-se as xantinas que incluem a cafeina, teobromina e a teofilina (Figura 2)
(SPEED et al., 2015). Sao atribuidas as metilxantinas varias propriedades farmacologicas, que
incluem estimulacdo do sistema nervoso central, vasoconstricdo periférica, relaxamento do
musculo liso e estimula¢do do miocardio (LORIST; TOPS, 2003). Podem ser encontradas em

muitos alimentos e bebidas, incluindo os chas, o café e o chocolate (SPEED et al., 2015).
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Figura 2- Estrutura molecular - 1 Cafeina; 2 Teobromina; 3 Teofilina
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Fonte: King; Young (1999)

Os terpenos (Figura 3) constituem o grupo mais abundante dos metabolitos secundarios
e possuem valor agregado pela alta aplicabilidade e utilizagdo, seja na industria de alimentos,
farmacéutica ou cosméticos (LIMA et al., 2016). Apresentam propriedades antineoplasicas,
analgésicas, antinflamatdrias, neuroprotetoras, moduladores imunolégicos e pelo seu auxilio

na cicatrizagao de feridas (ALI et al., 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica basica dos Terpenos
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Fonte: King; Young (1999)

Os compostos fendlicos sdao um grupo muito diversificado de fitoquimicos derivados
de fenilalanina e tirosina, sdo essenciais no crescimento e reproducdo dos vegetais, além de
atuarem como agentes antipatogénicos e contribuirem na pigmentagdo, em alimentos, sdao
responsaveis pela cor, adstringéncia, aroma e pela estabilidade oxidativa (SHAHIDI, 1997).
Englobam desde moléculas simples até moléculas com alto grau de polimerizagcdo e sdo
encontrados na forma livre ou ligados a actcares (glicosideos) e proteinas (SHAHIDI, 1997).
Sao formados por anéis aromaticos ligados a um ou mais grupo hidroxila e sdo subdivididos
em grupos pelo nimero de anéis:

1) Acidos fendlicos (Figura 4a) com subclasses derivadas do 4cido hidroxibenzéico como

o0 acido gélico e do 4cido hidroxicinamico, como o cafeico, ferralico e cumarico;
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2) Flavonoéides que incluem os flavondis, as flavonas, as isoflavonas, as
flavononas, as antocianidinas e flavonois (Figura 4b);

3) Estilbenos (Figura 4c);

4) Lignanas e ligninas poliméricas (Figura 4d) (SHAHIDI, 1997).

Na saude humana, os compostos fenolicos tém sido associados a propriedades
antioxidantes, antivirais, hipoglicemiantes, hepatoprotetoras, cardioprotetoras, antirreumaticas,
anti-inflamatorias, diuréticas, controle de peso e atividade anticarcinogénica relacionada a
inibicao dos canceres de colon, eséfago, pulmao, figado, mama e pele (ANGELO; JORGE,
2007; GARAMBONE; ROSA, 2008; PIETTA, 2000). Além disso, evidéncias sugerem que
estes compostos podem atuar por meio de outros mecanismos além da capacidade antioxidante,
como a modulacdo da atividade de diferentes enzimas como telomerase, lipoxigenase e
cicloxigenase, interagdes com receptores e vias de transdugdo de sinais, regulacdo do ciclo

celular, entre outras, essenciais para a manutengao da homeostase dos organismos vivos

(D’ARCHIVIO et al., 2007).

Figura 4- Estrutura quimica dos fenolicos
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Alimentos de cores mais fortes tendem a apresentar maior atividade antioxidante que
os demais, dentre esses destacam-se o chd verde, cerejas, amoras, framboesas, mirtilo, uva

roxa (MARTINS; BARROS; FERREIRA, 2016; SHAHIDI, 1997). Além desses, alimentos

tipicos de determinadas regides pouco conhecidos mundialmente também destacam-se como
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fontes de compostos bioativos, como ¢é o caso da erva-mate (llex Paraguariensis), planta tipica

de alguns paises da América do Sul (PANG; CHOI; PARK, 2008).

2.3 llex paraguariensis St. Hill

2.3.1 Importancia histdrica e econémica da llex paraguariensis

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate ¢ da familia
Aquifoliacea, nativa das regides subtropicais, incluindo a regido sul do continente americano
(Figura 5). Seu consumo foi iniciado pelos povos indigenas Guaranis e do Guaira por volta de
1554, e logo foi adotado pelos colonizadores da época sendo plenamente incorporada aos
habitos alimentares dos brasileiros, em particular no sul do Brasil (LUZ, 2011a). No Brasil, seu
o consumo se destaca na forma de chimarrao, cha mate e tereré (BASTOS et al., 2007).

As formas mais comuns de utilizagdo da erva-mate sdo as bebidas tradicionais
(BRASIL, 2003). O chimarrdo ¢ uma infusdo parcial em que a erva-mate ¢ parcialmente imersa
em agua quente e servido em um artefato tipico chamado de cuia; o tereré, por sua vez, consiste
de uma infusao tradicional na qual as folhas de erva mate sao totalmente imersas em agua fria,
utilizando uma cuia, frasco ou copo comum, ja o chad de erva-mate ¢ preparado pela infusao
total de folhas de erva-mate torradas em agua quente, além da infusdo da erva (LUZ, 2011b).
Hoje ja podem ser encontrados produtos de llex paraguarisensis na forma de bebidas
“energizantes”, substituindo at¢é mesmo o consumo do café, um dos estimulantes mais

empregados (BASTOS et al., 2007).
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Figura 5 — Folhas, frutos e flores da llex paraguariensis St. Hill (erva-mate)

Fonte: Pagina Lider Agronomia

Segundo Manoelito Savaris, presidente da Fundagdo Instituto Gatcho de Tradicdo e
Folclore (IGTF), o consumo de erva-mate, que integra os costumes sulinos ha séculos, ¢
atualmente o habito tipico mais difundido entre os gauchos e ainda considerado sindonimo de
hospitalidade, tradicao e saude. Além disso, através das migracdes, o consumo de erva-mate
acabou por difundir-se para outras regides do pais (IGTF, 2016).

A erva-mate pode ser coletada da floresta, pois pertence ao grupo dos produtos nao
madeireiros de extrativismo vegetal, além de ser produzida em plantio ou sistemas
agroflorestais representando uma forma ambientalmente sustentavel de geracdo de renda
(SANTOS et al., 2003).

A exploragao de erva-mate com finalidade comercial, difundida no século XIX,
atualmente representa grande importancia socioecondmica para paises como Brasil, Argentina
e Paraguai, uma vez que a producao € realizada por um grande niumero de pequenos produtores,
comunidades indigenas e por ervateiras (LUZ, 2011b). Além disso, a erva-mate ¢ uma das
espécies que sofre pouco com as oscilagdes climaticas, quando comparada aos cultivos
agricolas em geral, apresentando, portanto, grande relevancia para a fixagdo do homem ao

campo (SANTOS et al., 2015).
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2.3.2 Composigdo quimica e funcional da erva-mate

A erva-mate tem sido amplamente utilizada pela medicina popular para o tratamento de
varias enfermidades, porém, estudos cientificos sobre suas propriedades bioldgicas tornaram-
se mais frequentes a partir da década de 1990 (BRACESCO et al., 2011).

A erva-mate apresenta em sua composi¢cdo compostos bioativos (Figura 6), como os
compostos fenolicos (4cido clorogénico e pequenas quantidades de quercetina e rutina),
metilxantinas (cafeina e teobrombina) e saponinas (BRACESCO et al., 2011; DELADINO et
al., 2015; FERNANDES et al., 2016; HECK; DE MEJIA, 2007). Compostos minerais como
potassio, magnésio e manganés ¢ demais micronutrientes com importancia na dieta também sao

encontrados (DELADINO et al., 2015).

Figura 6 - Principais compostos organicos do extrato de erva-mate
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Fonte: Adaptado de Bracesco et al. (2011).

Os compostos fendlicos sdo largamente distribuidos na natureza e encontrados
principalmente em alimentos de origem vegetal, sendo os acidos clorogénicos os mais
abundantes nos alimentos. Na erva-mate os acidos mono e dicafeoliquinicos pertencentes ao
grupo dos 4cidos clorogénicos, apresentam-se como os principais compostos fenolicos

encontrados. O 4cido 5-cafeolquinico ¢ o mais comum dos 4cidos clorogénicos e o mais
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conhecido dos fendis dietéticos biologicamente ativos (JOHNSTON; CLIFFORD; MORGAN,
2003; OLTHOF et al., 2003). Devido a sua riqueza em derivados cafeoilquinicos, bebidas a
base de erva-mate t€ém um perfil de polifendis muito semelhante ao café (Coffea arabica). A
predominancia e diversidade de 4cidos cafeoilquinicos sdo uma peculiaridade de produtos de
erva-mate (JAISWAL et al., 2010). Butiuk et al. (2016), ao analisar o teor de acido clorogénico
em erva-mate encontraram uma variagao de 45,8 + 0,4 a 80,8 £ 1,0 g de acido clorogénico kg’
de folhas e de 31,6 £ 0,6 a 78,9 £ 5,3 g . kg! de caule, valores proximos ao encontrados por
Lima et al. (2016). Souza et al. (2011), que utilizou métodos cromatograficos para analises de
compostos presentes na erva-mate obteve maiores concentragdes de teobromina, acido
neoclorogénico, acido clorogénico, acido criptoclorogénico, cafeina, acido feruloiquinico e
rutina, além destes, muitos outros compostos foram encontrados em picos menores, ou seja, em
menor abundancia, como ésteres de cafeina, ésteres de acido fertlico e quimico, acido dicafeico
€ quercetina.

A principal fonte de &cidos clorogénicos na dieta ocidental, de acordo com algumas
revisdes publicadas sobre o assunto, ¢ o café¢ (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).
No entanto, bebidas de consumo regional como o chimarrdo, constituem a principal fonte
dietética desses compostos na dicta (GONTHIER et al., 2003; LIMA et al., 2016a). Estudos in
vivo e estudos epidemiologicos sugerem que uma dieta rica em acidos clorogénicos, pode
regular o metabolismo de glicose e lipidios e melhorar a sensibilidade a insulina, além de ser
capaz de prevenir e tratar obesidade, diabetes mellitus e sindrome metabolica (MENG et al.,
2013; TAJIK et al., 2017).

Os estudos epidemiologicos vém confirmando os efeitos protetores do consumo de
compostos fenolicos, através da dieta e/ou suplementagdo, contra os danos e doengas cuja
etiologia esta ligada aos radicais livres, como doengas cardiovasculares, canceres (OLTHOF
et al., 2003) doencas neurodegenerativas, entre outras (LORIST; TOPS, 2003; SCALBERT et
al., 2005). As reagoes biolodgicas que envolvem radicais livres t€m um importante papel no dano
tecidual, responsavel por desenvolver doengas (SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA,
2005).

O excesso de radicais livres estd envolvido, por exemplo, com 0 cancer, a
aterosclerose, lesdo por toxicidade de ROS no pulmao e na retina, lesdo posisquemia, coragio,
pele, intestino, pancreas, figado, musculo, rins e pulmdes, sindrome demencional, artrite
remautoide, disfungdo renal pos transplante, hemotomacrose transfuncional, doencgas
autoimunes, toxidade decorrente de exposicdo a xenobidticos e envelhecimento (COLLINS,

2005). Aos compostos fendlicos atribuem-se os principais beneficios associados ao consumo
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de erva-mate. Estudos in vivo em animais mostraram eficacia da erva-mate na redug@o de peso,
da gordura corporal e de marcadores de risco cardiometabolico, efeito hipocolesterolémico,
hipoglicemiante e hepatoprotetor (SCALBERT et al., 2005).

As xantinas, comumente encontradas em chas, café e chocolate, sdo atribuidos os
efeitos estimulantes da erva-mate, as encontradas no mate sdo teofilina, teobromina e cafeina
(ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000). Dessas trés substancias, a cafeina ¢ a encontrada
na maior concentracdo, 1 % a 2 % do peso seco, seguida por teobromina 0,3 % a 0,9 % do peso
seco (ITO; CROZIER; ASHIHARA, 1997). Vale ressaltar que os teores de cafeina e
teobromina da erva-mate variam significativamente conforme sua origem geografica, o que
torna o controle de qualidade quimica de ingredientes a base de plantas muito desafiador em
razao da maioria das plantas utilizadas como matéria-prima ou como extratos sao nativas e sao
coletadas de diferentes regides (PINTO et al., 2015; STREIT et al., 2007).

As saponinas, sdo altamente soliveis em agua, propriedade que confere as bebidas a
base de erva-mate o gosto amargo e a formacgdo de espuma, estima-se que podem ser
responsaveis pelas propriedades coleréticas e parte dos efeitos hipocolesterolémicos (BALZAN
et al., 2013) anti-inflamatdérios e antiobesogénicos (ARCARI et al., 2009; BAISCH;
JOHNSTON; STEIN, 1998; CLIFFORD, 2004). Propriedades que podem ser explicadas pela
inibig¢do da difusdo passiva do acido colico, além da formacao de micelas com o colesterol e
com os sais biliares que impedem sua absor¢ao, diminuindo assim, o colesterol circulante no
sangue (FERREIRA et al., 1997).

Estudos tém apontado efeitos neuroprotetores da utilizagdo de erva-mate comercial,
através da prevencdo de lesdes oxidativas em diversos tecidos cerebrais (BRANCO et al.,
2013). Reis et al. (2014), ao testarem possiveis efeitos da infusdo de erva-mate no sistema
nervoso central em ratos Wistar, sugerem efeito antidepressivo da planta. Santos et al. (2015),
estudaram o efeito do consumo regular de extrato de erva-mate na memoria e na ansiedade em
camundongos Swiss, confirmando o efeito neuroprotetor da erva-mate e reforcando o potencial
de seu uso na prevengao de déficits de memoria relacionados a idade, além disso, verificou-se
efeito ansiolitico e estimulante do consumo do extrato nos camundongos.

Para avaliar o poder antioxidante da erva-mate durante o periodo da perimenopausa
Pereira et al. (2017), realizaram um estudo com ratos que apos receberem 20 mg/kg de peso
corporal/dia de cha mate, obtiveram reducao no estresse oxidativo, com aumento de enzimas
antioxidantes como superoxido dismutase e glutationa peroxidase e redugdo da malondialdeido,
demonstrando que a suplementacdo com da llex paraguariensis pode ser uma abordagem

eficaz para minimizar esse estresse e melhorar a defesa antioxidante enzimatica durante este



38

periodo. O consumo de erva-mate também esta relacionado a efeitos positivos na prevengao
e controle de doencas cronicas nao transmissiveis como a obesidade (ARCARI et al., 2009,
2011, 2013; LIMA et al., 2014a).

Um estudo realizado com ratos Wistar comprovou os efeitos antinflamatorios da erva-
mate e por consequéncia, a prevencao do acumulo de gordura e obesidade nos ratos, além disso,
a erva-mate também atuou diminuindo a resisténcia a a¢ao da leptina (LIMA et al., 2014b).
Machado et al. (2014), avaliaram o efeito do consumo de erva-mate sobre o ganho de peso ea
glicemia de jejum em ratos, e observaram que os ratos alimentados com dieta hiperlipidica
contendo infusdo de erva-mate apresentaram menor ganho de peso e tendéncia a menores niveis
de glicemia de jejum em relagdo aos outros grupos. Da mesma forma, Meneses Fujii et al.
(2014) mostraram que a suplementacdo de erva-mate em ratos, resultou em uma reducdo do
ganho de peso e melhora no perfil lipidico dos animais e Bravo et al. (2014), ao tratar ratos
hipercolesterolémicos com erva mate observou acentuada diminui¢do de colesterol total e LDL,
triglicerideos e niveis séricos de malondialdeido, mas concluiu que a capacidade de enzimas
antioxidante ndo foi afetada.

Em outro estudo realizado com animais, Resende et al. (2015), examinaram a influéncia
do extrato de erva-mate e duas de suas fracdes no metabolismo lipidico de ratos alimentados
com uma dieta rica em gordura, e observaram que o extrato de erva-mate induziu redugdes no
ganho de peso de gordura intra-abdominal e no nivel de LDL plasmatico. A fracao
de metilxantinas reduziu os niveis plasmaticos de colesterol, LDL e triglicerideos, além de
aumentar a sintese de glicogénio hepatico e a lipolise no tecido adiposo. Ja as saponinas
aumentaram a lipogénese no tecido adiposo e a excre¢ao de gordura fecal.

Em humanos, um estudo realizado com individuos obesos durante doze semanas,
mostrou que a suplementacao de erva-mate foi capaz de diminuir significativamente a massa
corporal e o percentual de gordura corporal em relagdo ao grupo controle (KIM et al., 2015).
Outro estudo em humanos, que avaliou 142 individuos com alta viscosidade sanguinea,
demonstrou que o consumo de cha de erva-mate gerou melhora na viscosidade sanguinea e nos
parametros microcirculatorios com 6 semanas de tratamento. Demonstrando que a erva mate
pode ser consumida para reduzir alguns fatores de rico de doenga cardiovascular (YU et al.,
2015)

Gambero e Ribeiro (2015), ao abordarem uma revisao sobre os efeitos positivos da erva-
mate no organismo, concluiram que a erva-mate possa ser um importante aliado contra a
obesidade, estando ela associada a melhora dos pardmetros lipidicos nos seres humanos e

animais, além disso, a erva-mate atua modulando a expressdo de genes que sdo alterados no
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estado obeso e restaurando-os a niveis normais de expressao.

Propriedade antigenotoxicas e anticarcinogénicas também sdo conferidas ao consumo
de erva-mate (PEREZ etal., 2014; PUANGPRAPHANT, et. al. 2011). Em um estudo realizado
por Barg et al. (2014), a erva-mate foi capaz de reduzir significativamente os danos causados
ao DNA de ratos Wistar pela exposi¢do de radiagdo ultravioleta. No entanto, estudos de longo
prazo sdo necessarios para demonstrar um efeito antioxidante in vivo mais consistente de Ilex

paraguariensis (BREMER BOAVENTURA et al., 2015).

2.3.3 Utilizagao da erva-mate na alimentagéo

O consumo tradicional de erva-mate ainda esta fortemente ligado a habitos culturais, o
que pode representar limitagdes para a sua aceitagdo por parte de novos publicos consumidores
(LUZ, 2011b). Bremer Boaventura et al. (2015) sugerem que a erva-mate possa ser utilizada
pela industria de alimentos e farmacéutica para aumentar o valor nutricional de produtos
alimentares ou na formulagdo de nutracéuticos e suplementos dietéticos, fazendo com que a
utilizagdo da erva-mate ultrapasse a barreira de consumo tradicional, atingindo um publico para
além da América Latina.

Na ultima década, llex paraguariensis tem sido usada na formulagdo de cervejas,
cremes, doces além de outros usos nao tradicionais (VIEIRA et al., 2008). Recentemente, tem
atingido supermercados na forma de bebidas energéticas na California e esta sendo vendida na
Europa em combinagdo com outras ervas como um cha energético ou como auxiliar na reducao

do peso (BRACESCO et al., 2011).

De acordo com a literatura, produtos a base de erva-mate como paes (FACCIN et al., 2015),
por exemplo, além de apresentarem uma boa aceitacdo do publico consumidor, tiveram maior
vida de prateleira devido a acdo antifingica da erva mate. Berté et al (2011), ao acrescentar
extrato aquoso de erva-mate em diferentes formulagdes de gelatina também tiveram boa
aceitacdo da mesma e ainda conseguiram manter as subtancias bioativas da erva-mate no
produto final. Balas contento o extrato de erva-mate tiveram um aumento significativo em
polifendis e minerais, a incorporacdo do extrato também aumentou a dureza dos doces e
produziu os resultados desejados em termos de caracteristicas nutricionais; testes sensoriais
indicaram que as balas de erva-mate eram aceitaveis e tiveram aprovagao em relacao a intencao
de compra (VIEIRA et al., 2008). Chiesa, Schlabitz e Souza (2012) e Mello et al. (2009), através

da avaliagdo das caracteristicas sensorais e fisico-quimicas do acréscimo de erva-mate em
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barras de cereal e da elaboragao de bebida gaseificada de erva-mate comprovaram a viabilidade
de uso deste ingrediente no desenvolvimento de novos produtos alimenticios.

No entanto, para ampliagdo de formas de consumo, fazem-se necessarias técnicas de
melhoramento e selecdo de matéria-prima e técnicas de desenvolvimento de produtos
aprimoradas que assegurem a melhor composi¢ao quimica possivel, para otimizar as atividades
bioldgicas induzidas pelo consumo da erva-mate (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).
Atualmente as técnicas de processamento da folha de erva-mate tém desvantagens relacionadas
com a sua exigéncia de alta energia e dificuldades no controle e na padronizacao do produto
final, além disso outro aspecto negativo que pode ser encontrado na utilizagdo da erva-mate em
novos produtos alimenticios, refere-se a perda de compostos fenodlicos presentes na matéria
prima (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016). Para que um composto quimico, como 0s
compostos fendlicos, possa exercer atividade bioldgica, este deve atingir o alvo fisioldgico
numa concentracdo minima que induza o efeito bioldgico e o mecanismo de acdo (HOLST;
WILLIAMSON, 2008). Os compostos fen6licos mais comuns nos alimentos nem sempre sao
os mais ativos biologicamente, por diferentes razdes, como a baixa atividade intrinseca, baixa
absorcao intestinal ou rapida metabolizagdo e excrecdo (BOWLES et al., 2017; MANACH et
al., 2005).

2.3.4 Metabolismo de compostos bioativos de fontes alimentares

A ingestdo diaria de compostos bioativos nao necessariamente reflete a dose absorvida.
Para que um composto quimico possa exercer atividade bioldgica, ele deve atingir o alvo
fisiolégico numa concentragdo minima que determina tanto este efeito bioldgico quanto o
mecanismo de a¢ao (CROZIER; JAGANATH; CLIFFORD, 2009).

A biodisponibilidade de compostos bioativos presentes nos alimentos pode ser alterada
por varios fatores: a complexidade da matriz alimenticia, a forma quimica do composto de
interesse, estrutura e quantidade de outros compostos ingeridos concomitantemente (fatores
exdgenos) e ainda o tempo de transito intestinal, esvaziamento gastrico, metabolismo do
composto e grau de conjugacdo, possiveis interacdes com proteinas na circulagdo sanguinea e
tecidos, composicdo da microbiota intestinal e o perfil genético do individuo (fatores
endogenos) (D’ARCHIVIO et al., 2007).

Pérez-vicente; Gil-Izquierdo; Garcia-Viguera (2002), ao estudarem os efeito da digestdo
gastrointestinal in vitro para antocioaninas, vitamina C e compostos fendlicos do suco deroma

perceperam que as mudangas de pH do trato gastrinstestinal influenciaram na
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biodisponibilidade dos compostos. Rodriguez-Roque et al. (2013) ao analisarem os efeitos da
digestdo gastroinstestinal em compostos fenolicos, isoflavonas e atividade antioxidante de
extrato de soja, também perceberam que a digestao gastrica melhorou a liberacao de compostos
fenolicos e isoflavonas da matriz, mas que em contraste, a concentragdo destes compostos
diminui significativamente durante a digestdo intestinal, tendo-se valores mais baixos de
biodisponibilidade, inclusive os acidos fendlicos ndo apresentaram-se bioacessiveis nas
condigdes do ensaio. Chen et al. (2017), analisaram a influéncia da digestdao gastrointestinal in
vitro sobre a atividade antioxidante e a disponibilidade de polifendis de folhas de batata doce e
concluiram que os compostos fenolicos foram estaveis durante a digestdo gastrica, mas que
houve redu¢ao na quantidade de compostos fendlicos durante a transi¢ao do ambiente acido do
estobmago para o ambiente instestinal alcalino. Esses resultados sugerem baixa estabilidade de
compostos fendlicos a mudangas de pH, principalmente por apresentaram perdas de
bioatividade ao sairem do ambiente acido e entrarem no pH alcalino do trato intestinal.
Apesar da absor¢do e o metabolismo dos compostos bioativos, em especial dos compostos
fenodlicos nao ainda bem elucidada, sabe-se que além das mudangas de pH do transito
gastrointestinal, a microbiota do colon exerce um papel essencial no metabolismo dos
compostos fenolicos em geral por consequéncia na sua biodisponibilidade (MANACH et al.,
2005). Por exemplo, quanto aos acidos clorogénicos, um importante adcido fendlico encontrado
na erva-mate, sabe-se que sua maior parte ¢ metabolizada e absorvida no cdlon, onde estes
compostos sofrerdo hidrolise por esterases de origem microbiana e subsequente absor¢do ou
metabolizacdo adicional dos é4cidos fendlicos livres (quinico, cumarico, cafeico e ferulico)
(Figura 7) (GONTHIER et al., 2003; OLIVEIRA; BASTOS, 2011; OLTHOF et al., 2003). A
maior parte dos acidos clorogénicos ingeridos ¢ encontrada no plasma e na urina na forma de
metabolitos formados pela acdo da microbiota e posterior metabolizacao tecidual (MANACH
et al., 2005). Informagdes como essas ressaltam a importancia da matriz alimenticia escolhida
para ser enriquecida com compostos bioativos e as técnicas utilizadas para tanto, pois sabe-se
que determinados alimentos contribuem ou ndo para a saide da microbiota intestinal e que
determinadas técnicas de desenvolvimento de produtos tendem a preservar de forma mais
eficiente os compostos bioativos at¢é o momento da sua absorcao (ANWAR et al., 2012; DE

VOS:; DE VOS, 2012; ZUR MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998)
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Figura 7 - Representacdo esquematica das vias gerais de metabolismo dos acidos clorogénicos
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Desta forma, pensando na melhor utilizacdo e aplicabilidade em alimentos e na melhor
absor¢dao e biodisponibilidade no organismo, identifica-se a necessidade de processos
tecnologicos que visem a preservacao e a liberagdo controlada de compostos fenolicos da erva-
mate buscando amplia¢ao das formas de suas formas de consumo e a promogao de seus para
uma maior gama da populagao (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).

Um dos métodos técnoldgicos que pode ser utilizados para aprimorar a aplicagao de
extratos de erva-mate em alimentos, preservando suas caracteristicas nutricionais e
funcionais, ¢ a microencapsulacao, que possui como finalidades: diminui¢do das interagdes da
substancia encapsulada em relagdo aos fatores ambientais, impedindo perdas sensoriais e
nutricionais; mascarar substdncias com sabores indesejaveis; melhorar a solubilidade da
substancia encapsulada e a sua incorporagdo em sistemas secos; permitir que a liberagdo da
substancia encapsulada seja modificada, ocorrendo de forma lenta ou a partir de determinado
estimulo; reduzir a velocidade de evaporagdo de substancias volateis e aumentar o tempo de

armazenamento das substancias a encapsular (AL-KASMI et al., 2017; NUNES et al., 2015).

2.4 Encapsulacéo

A encapsulacdo trata-se de uma tecnologia que permite o revestimento de particulas
solidas, gotas de liquidos e dispersdes, com um “filme protetor”, ¢ um meio de embalagem,
separa¢ao e armazenamento de materiais em capsulas microscopicas para posterior liberagao,
essa técnica tem solucionado algumas limitacdes no emprego de ingredientes, extratos e
compostos, sendo que pode suprimir ou atenuar flavors indesejaveis, reduzir a reatividade ¢ a
volatilidade e aumentar a estabilidade do “ingrediente” em condigdes ambientais adversas,
como na presenga de luz, oxigénio e pH extremos (SOBEL; GUNDLACH; SU, 2014; SOBEL;
VERSIC; GAONKAR, 2014).

A encapsulagdo, geralmente, ¢ empregada para melhorar a performance do material ou
criar novas aplicagdes, mas, existem muitas razdes para encapsular ingredientes, de modo
geral, os ingredientes sdo ou podem ser encapsulados por trés grandes motivos: proteger o
ingrediente em si, melhorar o produto final como um todo, ou facilitar o processo de producao
(SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014).

O material a ser encapsulado ¢ chamado de nucleo, e o material que forma a capsula, de

encapsulante, cobertura ou parede (VASISHT, 2014). Como nucleo pode-se ter pigmentos,
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compostos de sabor, nutrientes, enzimas, conservantes, acidulantes, entre outros. Como
encapsulante tem-se os carboidratos, acidos graxos, alginatos, amidos, carragenas, caseinatos,
celulose, ceras comestiveis, gelatina, gorduras, lipidios, pectinas, polietilenoglicol, quitosana
entre outros (KAPUSNIAK; TOMASIK, 2006; VASISHT, 2014).

Os diversos processos de microencapsulacdo podem produzir dois principais tipos de
microparticulas, de acordo com a distribuicao e o perfil de liberagao de seu recheio. Os sistemas
tipo “reservatério”, também chamados de mononucleados, sdo aqueles em que o recheio fica
coberto por uma parede inerte. Microparticulas como estas sdo chamadas de microcapsulas.
Nos sistemas do tipo “matriz”’, ou multinucleados, o recheio fica disperso no agente
encapsulante. As microparticulas com esta caracteristica sdo designadas como microesferas.
Um terceiro tipo ¢ gerado pela combinagdo dos dois anteriores, no qual uma matriz
multinucleada fica envolvida por um material de parede, sendo chamado de tipo “combinado”

(Figura 8) (WANG; JIANG; HUANG, 2007).

Figura 8 - Representacdo esquematica dos sistemas de encapsulagao
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Fonte:Wang; Jiang; Huang (2007)

Os métodos de encapsulagdo podem ser divididos em fisicos, quimicos e fisico-
quimicos. Nos métodos fisicos encontramos o spray drying, spray cooling, pulveriza¢do em
banho térmico, leito fluidizado, extrusdo, cocristalizacdo e liofilizagdo. Como métodos
quimicos temos inclusdo molecular e polimerizacdo interfacial. E nos métodos fisico-
quimicos temos: coacervagdo, emulsificagdo seguida de evaporagao do solvente,
microemulsdo, pulverizagdo em agente formador de reticulagdo e envolvimento lipossémico
(BENITA, 2006). Uma das grandes importancias e relevancias das técnicas de encapsulagao
tem sido a preservagdo do potencial antioxidante de determinados alimentos/ingredientes e a
viabilidade de sua aplicagdo em alimentos prontos para consumo o que representa um grande

passo na industria alimentar, bem como na alimentagdo humana (BOTELHO; CANAS;
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2017). Paini et al. (2015), ao encapsular polifendis extraido do bagago da azeitona utilizando
maltodextrina como agente encapsulante encontrou o efeito da prote¢do térmica de
maltodextrina para compostos fenolicos. O mesmo foi encontrado por Nunes et al. (2015), que
ao microencapsular o extrato aquoso de folhas de llex paraguariensis com maltodextrina 20 %,
30 % e 40 % avaliou que as concentragoes 30 % e 40 % foram capazes de reduzir a degradacao
de polifendis durante a secagem por pulverizagdo e aumentar sua estabilidade durante o
armazenamento. Consoli et al. (2016), realizaram a encapsulacido de acido gélico utilizando
lipidio como agente encapsulante e spray chilling como método de encapsulagdo e obtiveram
resultados satisfatorios e boa eficacia de encapsulagdo. Outros estudos que testaram a
conservagdo do potencial antioxidante e do teor de fenolicos totais de diferentes fontes por
microencapsulagdo tiveram resultados favoraveis a sua utilizagido (COMUNIAN et al., 2016;

KLEIN et al., 2015; NAUFALIN; RUKMINI, 2016; PALUPI; PRAPTININGSIH, 2016).

2.4.1 Encapsulacdo por emulsdo — Particulas Lipidicas Solidas (PLS)

Do ponto de encapsulacdo, as emulsdes sdo um sistema atraente para a distribui¢ao de
compostos ativos, tanto lipofilicos como hidrofilicos (POOL et al., 2013).

As emulsdes sdo sistemas de entrega coloidal, que basicamente consistem em um 6leo,
surfactante e agua, elas podem ser classificadas de acordo com o tamanho de particula em
emulsdes ou macroemulsdes, microemulsdes ou nanoemulsdes (PORDEVIC et al., 2015) ou

de acordo com seus sistemas de entrega (Figura 9).
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Figura 9 - Figura Esquematica de diferentes sistemas de entrega a base de emulsio

(a) (b)

: ,/2353 S%. | w?gﬁ.%j(v
2 o

(a) emulsdo oOleo-em-agua; (b) emulsdo agua-em-dleo; (C) emulsdo dupla de 4dgua-em-6leo-em-
agua; (d) emulso dupla 6leo-em-agua-em-o6leo; (€) 6leo de emulsédo multicamada em agua; (f) emulsdo
multicamada em dleo; (g) emulsdes de particulas lipidicas solidas (PLS)

As emulsdes sao amplamente utilizadas para protegdo de farmacos (NARANG;
DELMARRE; GAO, 2007) por oferecerem a vantagem de uma capacidade de carga de
farmaco melhorada, maior estabilidade de armazenamento (PEDRO et al., 2016), formagao
espontanea, facilidade de fabricacdo e aumento de escala e biodisponibilidade do farmaco
(TENJARLA, 1999). Sua utilizagdo em alimentos também ¢ considerada interessante,
principalmente pelo fato de que o aprisionamento de ativos dentro das emulsdes pode superar
os problemas relacionados a baixa solubilidade e biodisponibilidade, bem como a baixa
estabilidade dos ativos (PORPEVIC et al., 2015). Cornacchia; Roos (2011), comprovaram a
eficacia de emulsdes para diminuir a degracao de B-caroteno. Pedro et al. (2016), utilizou
PLS para proteger os compostos sensiveis de curcumina contra a oxidacdo do

armazenamento.
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Em geral, PLS tém certas vantagens em relagdo as emulsdes convencionais, como o
aumento da estabilidade fisica e quimica, a possibilidade de obter maior eficiéncia de
encapsulamento, controle mais preciso sobre as propriedades de liberagdo dos ativos
encapsulados, possibilidade de producdo em grande escala e esterilizagdo (FATHI,
MOZAFARI; MOHEBBI, 2012), estas vantagens também permitem que sejam uma opcao
interessante de protecdo de materiais com bioatividade (BAZZARELLI; PIACENTINI;
GIORNO, 2017). No entanto, o carregamento do ativo e sua estabilidade dentro do lipidio ¢
dependente do tipo de lipidio utilizado, ponto de fusdo deste lipidio e o tipo de rede de cristal
formada no resfriamento (AUGUSTIN; HEMAR, 2009).

As PLS sao formadas quando a fase de oleo e 4gua ¢ homogeneizada a uma
temperatura acima do ponto de fusdo da fase lipidica para evitar a solidificacdo da gordura
durante a homogeneizagdo, posteriormente, o arrefecimento (quando os lipidios cristalizam)
precisa ser cuidadosamente controlado para obter um tamanho pequeno das goticulas da
emulsdo e evitar a agregagao das particulas e vazamento indesejavel dos ativos a partir delas
(PORBEVIC et al., 2015). Um dos problemas que pode ocorrer na entrega de ativos usando
PLS ¢ um efeito de liberacdo de explosdo causado pela presenca de ativos no invélucro
exterior, para diminuir o efeito da explosdo, diminui-se a concentragdo de surfactante e a
temperatura de armazenamento (FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012), neste sentido, a
utilizagdo de PLS para transporte e prote¢do de ativos em alimentos que se mantenham sob

refrigeracdo, ¢ uma estratégia interessante.

2.4.2 PLS de cera de abelha

O agente encapsulante deve ser escolhido considerando as caracteristicas fisico-
quimicas do composto ativo a ser encapsulado, o tipo de aplicacdo pretendida e o método de
microencapsulacdo selecionado (VASISHT, 2014). Os lipidios consistem em um amplo grupo
de compostos soltiveis em solventes organicos e pouco soliveis ou insoluveis em agua, assim
seu uso como agente encapsulante tende a retardar a liberacao do ingrediente ativo, quando
comparado com compostos hidrofilicos. Podem ser usados como materiais de parede a parafina,
triestearina, acido estearico, monogliceridos, digliceridos, cera de abelha, 6leos e gorduras

(CONSOLI et al., 2016; GONCALVES; ESTEVINHO; ROCHA, 2016).
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A cera de abelha ¢ uma mistura complexa formada por hidrocarbonetos, ésteres, acidos,
alcoois e substancias exdgenas, no entanto sua composicao pode variar dependendo da familia
e do perfil genético das abelhas, bem como de sua dieta (FRATINI et al., 2016). Inicialmente,
pesquisadores foram capazes de caracteriza-la apenas pelo tamanho das cadeias de carbono,
descobrindo que poderiam conter hidrocarbonetos de cadeia média com 16 carbonos até cadeias
muitos longas de 30 carbonos (TULLOCH, 1970). Entretanto, com os avangos nos estudos
descobriu-se que os hidrocarbonetos representam apenas 14 % aproximadamente da
composi¢do da cera, esta ainda possui diversos elementos como acidos graxos livres (12-14 %),
grupamentos ésteres que incluem monoésteres € hidroximonoésteres (35 % -45 %) derivados
de acidos palmitico e oleico e ésteres complexos (15 %-27 %) ligados a outras moléculas de
acidos graxos. Ademais, em menor quantidade podem ser encontrados alcoois graxos livres,
alguns residuos de polen, propolis e substancias aromaticas (FRATINI et al., 2016; TULLOCH,
1970).

Ha muitos anos ¢ feita a utiliza¢do da cera de abelha, seu uso foi reportado desde 1500
a.C. no Antigo Egito onde esta matéria-prima era um item essencial para muitas preparagdes
como cremes ¢ pomadas com a finalidade de tratar queimaduras, feridas e dores. Atualmente,
o aproveitamento da cera de abelha ¢ amplo e engloba diversas areas como a de alimentos,
medicamentos, inclusive a medicina alternativa (BOGDANOV, 2004; FRATINI et al., 2016; »
Jg, 2011).

Um componente da cera de abelha com grande interesse em medicina ¢ D-002. Este
componente ¢ uma mistura alcoolica natural de alto peso molecular que foi isolada e purificada
a partir da cera de abelha de Apis mellifera. O D-002, apresenta atividade antitlcera, atividade
antinflamatoria, acdo protetora para a mucosa gastrointestinal — aumento da secrecdo de muco
gastrico melhora na sua composi¢do (aumento do teor de proteinas mucosas, glicoproteinas e
macromoléculas sulfatadas) (CARBAJAL et al., 1995) - efeito positivo no tratamento de
pacientes com doenga hepatica gordurosa ndo alcoodlica e sintomas de osteoartrite (ILLNAIT et
al., 2005) e, em estudos realizados em modelos de animais murinos, foi particularmente eficaz
no refluxo gastroesofagico e problemas intestinais de acidez (RAVELO et al., 2011; ZAMORA
etal., 2014).

O uso da cera de abelha como agente encapsulante se da em grande parte pela industria
farmacéutica, no entanto, estudos in vivo vém abordando seu potencial antimicrobiano e seus

efeitos benéficos a salide humana, o que tem despertado maior interesse da industria de
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alimentos em expandir sua aplicabilidade (FRATINI et al., 2016; MARTINEZ-ABAD;
LAGARON; OCIO, 2014).

Como agentes encapsulantes as ceras incluem vantagem como boa estabilidade em
diferentes niveis de pH e umidade, aplicacdo segura bem estabelecida (biocompativel e nao
imunogénica) em seres humanos, natureza insolivel em agua, efeito minimo nos alimentos no
trato gastrointestinal (OBAIDAT; OBAIDAT, 2001; RANJHA; KHAN; NASEEM, 2010).
Além disso PLS em geral, aparecem como sistemas transportadores muito atraentes quando a
protecdo dos ativos contra a degradagao quimica ou quando a liberag@o prolongada € necessaria,
também apresentam as vantagens de baixa citotoxicidade e custos relativamente baixos
(RANJHA; KHAN; NASEEM, 2010).

Varshosaz; Keihanfar (2001) e Ranjha; Khan; Naseem (2010) ao realizarem testes de
microencapsulagao dos farmacos propranolol e flurbiprofeno, respectivamente, utilizando a
cera de abelha atestaram seu potencial para formulacdo de microesferas insoliveis em agua e
com liberagdo controlada. Da mesma forma Chitprasert; Sutaphanit (2014), obtiveram sucesso
na microencapsulacdo e liberacdo controlada (intestino de suinos) de o6leo essencial de
manjericao utilizando gelatina, carboximetil celulose e cera de abelha e Polkovnikova; Slivkin
(2016), obtiveram liberacdo controlada do farmaco vinpocetine ao realizarem sua

microencapsulagdo com cera de abelha e 6leo de cacau.

2.5 Desenvolvimento de novos produtos: iogurte com extrato de erva-mate

A demando do publico consumidor por produtos prontos para consumo e com efeitos
benéficos a saude (POPKIN; KENAN JR., 2016), pode ser atendida através da utilizacao de
alimentos acessiveis e fonte de compostos bioativos, como, por exemplo, a erva-mate
(DELADINO et al., 2015), utilizando técnicas seguras de aplicabilidade e preservagdo da
funcionalidade dos produtos como a microencapsulagdo (SOBEL; VERSIC; GAONKAR,
2014) ¢ um dos caminhos para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios que busquem
reverter o quadro continuo e crescente de transi¢cao nutricional da populagao.

Muitos alimentos t€ém surgido com a proposta de facilitar a vida do consumidor
fornecendo nutrientes importantes para sua satde e bem-estar de forma rapida e facil. Porém,

além da facilidade e funcionalidade os novos produtos langcados no mercado precisam cair no
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gosto ¢ no habito alimentar do consumidor (STEWART-KNOX; MITCHELL, 2003). Um
exemplo de alimento que pode ser considerado saudavel e nutritivo, pronto para consumo € que
se encontra no mercado, disponivel em diferentes tipos, marcas, sabores e precos, cujo
consumo faz parte da rotina do consumidor sdo as bebidas lacteas e iogurtes. O iogurte lidera a
categoria de produtos lacteos cultivados em termos de volume de producdo nos Estados
Unidos e atividade de pesquisa (ARYANA; OLSON, 2017). O grande interesse de estudo e o
aumento no consumo de iogurtes, se deve principalmente a suas propriedades nutricionais
benéficas a satde, além de ser considerado equilibrado e adequado a qualquer dieta
(GHARIBZAHEDI; CHRONAKIS, 2018). Este tipo de produto, de uma forma geral, contém
a mesma quantidade de nutrientes que o leite processado, apesar que durante a fermentacao
ocorre um aumento na biodisponibilidade de calcio, lipideos e proteina € uma reducao no teor
de lactose (ARYANA; OLSON, 2017)

O Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de Leites Fermentados especifica
que se entende por Leites Fermentados os produtos adicionados ou ndo de outras substancias
alimenticias, obtidas por coagulacao e diminui¢dao do pH do leite, ou reconstituido, adicionado
ou ndo de outros produtos lacteos, por fermentacdo lactica mediante acdo de cultivos de
microrganismos especificos. Estes microrganismos especificos devem ser viaveis, ativos e
abundantes no produto final durante seu prazo de validade. Entende-se por logurte, Y gor ou
Yoghurt um leite fermentado cuja fermentagdo se realiza com cultivos protosimbidticos de
Streptococcus salivarius subsp. Thermophilus ¢ Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
aos quais se podem acompanhar, de forma complementar, outras bactérias acido-lacticas que,
por sua atividade, contribuem para a determinacdo das caracteristicas do produto final
(BRASIL, 2005).

Os produtos lacteos fermentados, além de boa aceitabilidade contém niveis adequados
de certas culturas vivas e ativas, a saber, probiodticos que ajudam a melhorar o equilibrio das
bactérias "benéficas" versus "indesejaveis" no trato intestinal (LEITE; BARROZO;RIBEIRO,
2012). Pesquisas sobre produtos lacteos fermentados mostraram seu efeito sobre o sistema
imunoldgico, além de promover a saude intestinal (HASHEMI GAHRUIE et al., 2015;
RAMOS et al., 2016). O impacto do consumo de produtos fermentados como o iogurte na
melhoria da funcdo de imunidade no organismo contra substancias cancerigenas e toxinas
nocivas ¢ alvo de estudo e curiosidade (HASHEMI GAHRUIE et al., 2015). Além disso Cilla

et al. (2012) ao estudar a influéncia da matriz alimenticia na biodisponibilidade de compostos
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antioxidantes (tocoferois, carotenoides e dcido ascorbico), concluiram que a matriz a base de
leite influencia positivamente na bioacessibilidade dos compostos estudados.

Os estudos que buscaram o desenvolvimento de novas bebidas lacteas com apelo
funcional através do acréscimo de outros componentes como extrato de orégano, 6leo essencial
de orégano (BOROSKI et al., 2012), soja, cereais, concentrado de uva (CODA et al., 2012)
polpa de acerola, farinha de linhaga (SILVA et al., 2015) avaliaram o resultado final obtido
como positivo na formulagao e aceite de iogurtes e bebidas lacteas.

Nesta perspectiva, este trabalho busca o desenvolvimento de um iogurte com extrato
microencapsulado de erva-mate, objetivando expandir os beneficios nutricionais e funcionais
desta planta para um maior niimero de pessoas, incidindo positivamente no perfil de satde da

populagao.






53

3 MATERIAL E METODOS

A metodologia desde trabalho seguiu a ordem disposta no fluxograma da Figura 10.

Figura 10 - Fluxograma de ordem metodologica de execucdo do trabalho

Matéria prima (erva-mate)

Obtengao do extrato
antioxidante de erva-mate

Avaliacado do extrato

Obten¢ao das microcapsulas
com extrato de erva-mate

Avaliagdo e caracteriza¢ao
das microcépsulas

Elaboragao de iogurte com
microcapsulas de erva-mate

Avaliagao do iogurte

3.1 Matéria-Prima

As folhas in natura de erva-mate foram cedidas pela empresa INOVAMATE, do
municipio de Il6polis - RS. A amostragem de folhas foi coletada em trés areas de cultivo
diferentes, através de quatro subamostras por planta orientadas pelos quadrantes Norte, Leste,

Sul e Oeste. As subamostras foram entdo reunidas em uma unica amostra, amostra composta.
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As folhas foram submetidas a secagem em estufa por 20 h em temperatura de 50 +2 °C.
Apoés a secagem, as folhas de erva-mate foram trituradas em moinho de facas até atingir
tamanho de particula menor que 3,5 mm. Em seguida, a amostra foi embalada a vacuo e mantida

sobre congelamento a — 18 + 2°C até a utilizagao.

3.2 Obtencao e avaliacédo do extrato

O extrato de erva-mate foi preparado na concentragdo de 20 % em agua destilada,
devido a ensaios preliminares e de acordo com adaptagdes do método descrito por Murakami
et al. (2011). O material foi aquecido por 5 min a 90 £ 2 °C e posteriormente foi realizada a
filtracdo em tela de nylon utilizando uma bomba a vacuo.

Apods obtidos os extratos, estes foram encaminhados para processos de secagem e
analise de potencial antioxidante conforme descrito na Tabela 1, juntamente com uma amostra

de erva-mate nao submetida a alta temperatura.

Tabela 1 — Condicdes de temperatura e tipo de secagem dos extratos de erva-mate para avaliacdo de potencial
antioxidante

Amostra Temperatura de Tratamento de  Avaliagéo Potencial
Antioxidante

extracéo secagem
Erva-mate moida Ambiente - ABTS
Erva-mate moida 90£2°C - ABTS
Erva-mate moida 90£2°C Spray dryer ABTS
Erva-mate moida 90+2°C Liofilizacao ABTS

Fonte: Autor (2018)

O extrato submetido a secagem por spray dryer utilizou temperatura de 120 + 2°C e
vazao de 0,64 L/h. O extrato submetido a liofilizagao foi levado ao ultra freezer permanecendo
por 48 h a -80 + 2°C para posterior processo de liofilizagao por 60 h a -40 &= 2 °C. Apds, foram
realizadas andlises de potencial antioxidante (Item 3.2.1) dos extratos e de erva-mate nao
submetida a extragdo com alta temperatura, objetivando a escolha do melhor método de
secagem do extrato, visando a manuten¢ao de seu potencial antioxidante. O extrato que melhor

manteve sua bioatividade apds a secagem foi ressuspendido em dgua destilada (40 %),
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submetido a avaliagdo e caracterizagdo e entdo encaminhado para realizacdo dos testes de

microencapsulagdo através de microemulsao.

3.2.1 Avaliagdo do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato de erva-mate

O extrato obtido foi avaliado em relagdo a atividade antioxidante utilizando o método
ABTS (2,2 — azinobis - 3- etil — benzotiazolina —6- acido sulfonico) de Re et al. (1999), com
adaptacdes e o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) proposto por Brand-Williams,
Cuvelier e Berset (1995), com adaptacdes.

Para realizagdo dos testes de ABTS, uma solucdo estoque de ABTS foi preparada
utilizando-se 0,0384 g de radical ABTS e 4gua destilada, esta foi acondicionada sob
refrigeracdo e ao abrigo da luz. Apos, preparou-se a solugao estoque de persulfato de potéassio
onde 0,0427 g de foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada. Na sequéncia, sob abrigo da
luz, misturou-se 50 mL de solugdo estoque de ABTS e 50 mL da solug¢dao de persulfato. A
mistura (radical ABTS) foi armazenada em temperatura ambiente, em local escuro por 16 h.
Apbs o tempo estabelecido ajustou-se o radical ABTS a absorbancia de 0,695 a 0,705 em 734
nm e em tubos de ensaio acrescentou-se 20 pl de amostra e 980 pul de radical ABTS ajustado.
Os tubos foram agitados e permaneceram sob abrigo da luz por 6 min. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdmetro em 734 nm. A atividade antioxidante determinada pelo
método ABTS foi expressa em mmol de Trolox/g de amostra de acordo com uma curva de
calibrag¢do previamente construida.

Para realizagdo dos testes de DPPH, foi preparada uma solu¢ao 0,1 mM de DPPH com
etanol absoluto e esta solugdo foi ajustada entre 0,500 e 0,600 de absorbancia em 515 nm. Em
tubos de ensaio foi acrescentado 0,1 mL da amostra e uma aliquota de 2 mL da solugdo ajustada.
Os tubos foram agitados por 3 segundos e acondicionados ao abrigo de luz por 30 minutos. A
medida da absorbancia em espectrofotometro foi a 515 nm. A atividade antioxidante
determinada pelo método DPPH foi expressa em mmol de Trolox/g de amostra de acordo com
uma curva de calibracdo previamente construida.

A andlise de fendlicos totais foi realizada segundo metodologia de Souza e Correia
(2012), com adaptacdes. Em tubos de ensaio foram adicionados ImL de amostra, 1 mL de

etanol 95 %, 5 mL de agua destilada e 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 50 % (v/v). Os
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tubos foram agitados em vortex por 30 segundos e apds foi adicionado 1 mL da solugdo de
carbonato de so6dio (Na;CO3) 5 % e agitados por mais 3 segundo. Os tubos foram deixados em
repouso na auséncia de luz por 60 minutos. A amostra em branco foi preparada nas mesmas
condi¢des que a amostra, contanto que o volume da amostra foi substituido por 1 mL do
solvente na qual esta foi preparada. Os resultados de fenolicos totais foram apresentados em mg

acido galico/ml de amostra de acordo com uma curva de calibra¢ao previamente construida.

3.2.2 Avaliacao do potencial hidrogeniénico (pH) do extrato e comportamento do potencial
antioxidante em diferentes pHs

Para avaliagdo do potencial hidrogenionico (pH) do extrato utilizou-se pHmetro digital (marca
Digimed, modelo DM-22) calibrado com solu¢des-tampao nas faixas de pH 7,0 e 4,0, de
acordo com as instru¢oes do fabricante.

O comportamento do potencial antioxidante do extrato perante diferentes pHs foi realizado
segundo método proposto por Chen et al. (2017), submetendo o extrato a 4 condigdes
diferentes: em pH écido (2,2), utilizando 4cido cloridrico (HCI) para ajuste; em pH basico (8,12)
utilizando bicarbonato de s6dio (NaHCO3) para o ajuste; em transi¢do de pH acido para pH
basico (2,2 — 8,12) utilizando HCI e NaHCO3, respectivamente; e em pH 4, 3 também utilizando
HCI e NaHCO;3 para o ajuste. Para os testes de pH acido e basico, os extratos ajustados foram
mantidos em shaker por 2 h a 37 °C sob agitagao de 100 rpm. No teste de transi¢ao, de pH acido
para basico, o extrato foi mantido em pH acido por 2 h no shaker e depois de seu pH ajustado
para basico, foi mantido por mais 2 h no shaker. Esses trés ensaios foram motivados pela busca
de mimetizar os pHs do trato digestivo in vivo. No quarto teste, ajustou-se o pH do extrato para
4,3 e este permaneceu sob refriger¢do (4 °C) por 2 h, simulando a adi¢do do extrato em iogurtes
e bebidas lacteas fermentadas. Posteriormente, foi realizada analise do potencial antioxidante

de cada um dos extratos pelo método ABTS (Item 3.2.1).

3.2.3 Teor de solidos sollveis

A avaliacdo do teor de solidos soluveis do extrato foi determinada usando-se
refratometro digital (ATAGO, modelo Pocket PAL-J) calibrado com agua destilada, de acordo

com as instru¢des do fabricante. O resultado foi expresso em °Brix.
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3.2.4 Determinacéo de cor

A avaliagdo da cor do extrato de erva-mate foi realizada utilizando colorimetro (marca
HunterLab®, modelo ColorQuest II Sphere) com sensor Otico geométrico de esfera.
Estabeleceu-se o iluminante D65, o angulo de 10° para o observador e a escala de leitura
colorimétrica empregada foi a do sistema de coordenadas cromaticas com base no espaco de
cor CIELAB L*a*b*, onde L* mede a luminosidade tendo uma variacao de branco (100) a
preto (0), a* ¢ uma indicagdo de tonalidade na dire¢do do verde se assumir valores negativos (-
a*) e na dire¢do do vermelho se assumir valores positivos (+a*) e b* ¢ uma indicagdao de
tonalidade na dire¢do do azul se assumir valores negativos (-b*) e na dire¢do do amarelo se

assumir valores positivos (+b*).

3.3 Obtencao e avaliacdo das PLS

A microencapsulacao do extrato de erva-mate foi realizada com base no método de
microemulsdo de Gifani et al. (2009), com adaptacdes. O agente encapsulante utilizado foi cera
de abelha, adquirida na empresa Fenix Ceras e o nucleo utilizado foi extrato liofilizado de erva-
mate resuspendido em diferentes concentracdes. A propor¢do de encapsulante:nucleo,
selecionada em ensaios preliminares, foi de 1:1.

A cera de abelha foi aquecida em banho termostatizado (MA 127, MARCONI) a 75 °C
até estar completamente fundida. O extrato liofilizado foi ressuspendido nas concentragdes 5%,
10%, 20%, 30% e 40% e acrescido de Tween 80 (1%). Apds, aquecidos a mesma temperatura
da cera, o extrato aquoso e o Tween 80 foram vertidos sobre a cera de abelha fundida e a mistura
agitada com agitador mecanico (713, FISATOM) a 10.000 rpm por 2 min. Em seguida, a
mistura foi arrefecida rapidamente com adi¢ao de 100 mL de agua gelada sob agitacao continua,
sob mesma agitacdo. As PLS resultantes foram recolhidas por filtracdo e lavadas com agua
para remogdo do extrato ndo encapsulado e residuo de surfactante. A secagem foi realizada em
temperatura ambiente por 72 h. As PLS foram padronizadas por granulometria, através de
uma peneira de 25 mesh. As PLS que apresentaram melhor eficiéncia de encapsulacao,
considerando as diferentes concentragdes do nucleo, foram selecionadas para a continuidade

dos ensaios.
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3.3.1 Avaliacao da Eficiéncia de Encapsulagdo

A solucdo coletada na filtracdo apés a formacao das PLS foi submetida a avaliacao
antioxidante pelo método de ABTS. Através da relacdo entre o potencial antioxidante do extrato
in natura e do potencial antioxidante da solugdo residual nido encapsulada foi avaliada a
eficiéncia da encapsulacao (EE) (Equagao 1).

AAQ)— AAR

EE% = * 100/ (1)

AAo

Em que:

AA,: Atividade
antioxidante do extrato
inicial; AA;: Atividade

antioxidante do residuo.

3.3.2 Avaliacdo por Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

O extrato de erva-mate, o agente encapsulante (cera de abelha) e as PLS foram
analisados por espectroscopia na regido do infravermelho para identificar os grupamentos
funcionais presentes. As condi¢des operacionais foram regido de varredura 4000 a 650 cm™!,

resolucdo de 4 cm™

, € o registro dos espectros se deu através de Transmitancia (%T). Os
espectros foram obtidos por FTIR, utilizando equipamento Cary 630 FTIR, Agilent

Technologies.

3.3.3 Avaliagé@o Morfologica

As caracteristicas superficiais (externas) foram avaliadas através do uso de microscopia
eletronica de varredura (MEV). Para MEV, foram realizadas micrografias das amostras, apds
serem colocadas sobre Stubs e recobertas com camada de ouro. As observagdes foram

realizadas em microscopio eletronico de varredura com aceleragao de 20 k'V.
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3.3.4 Caracterizacao quimica

A composi¢ao quimica centesimal das PLS contento de extrato de erva-mate quanto a
aos teores de umidade, cinzas, proteina (PTN), carboidratos (CHO), lipideos (LIP) e valor
calorico total (VCT) foi realizada segundo os métodos propostos por Adolf Lutz (2008).

3.3.5 Analises de comportamento térmico das microparticulas

O comportamento térmico das PLS foi avaliado por andlise de Calorimetria
Exploratoria Diferencial (DSC), equipamento Shimadzu modelo DSC-60. A analise consistiu
no aquecimento de 5 mg de amostra na faixa de 25 °C a 300 °C, utilizando atmosfera de
nitrogénio e uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. Os calculos de entalpia e as temperaturas

de transi¢ao foram analisados usando o software Universal Analysis (TA Instruments).

3.3.6  Solubilidade das PLS em agua

A solubilidade das PLS foi determinada segundo a metodologia descrita por Cano-
Chauca et al. (2005), com adaptacdes. Para as analises utilizou-se 1 g de cada amostra
adicionada a 100 mL de agua destilada, obtendo-se uma suspensdo. A mesma foi agitada em
manta de aquecimento, por 5 min em velocidade maxima em temperatura ambiente.
Posteriormente ela foi filtrada em tela de nylon utilizando bomba de vacuo e em seguida
colocado 25 mL do filtrado em placa de Petri seca e vazia, com massa conhecida a qual foi
levada a estufa a 105 °C, por 5 h. A solubilidade das PLS em agua foi calculada pela diferenca

de massa e os resultados foram expressos em percentual.

3.3.7 Protecédo antioxidante ao logo do tempo

A atividade antioxidante do encapsulado foi avaliada ao longo de 45 dias para averiguar
se a PLS foi capaz de manter o potencial antioxidante do extrato de erva-mate. Em um
erlenmeyer colocou-se 5 g de capsula em contato com 30 mL de 4gua. A mistura foi agitada
com bastdo de vidro e acondicionada sob refrigeracdo (4°C) por 45 dias. Apos, 7, 20, 30 e 45

dias, a
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capsula foi rompida em banho termostatizado a 65 °C. A mistura foi filtrada e o filtrado foi

submetido a andlise de potencial antioxidante pelo método de ABTS.

3.3.8 Digestibilidade in vitro

As PLS foram submetidas a teste in vitro de digestibilidade segundo método de Hu et
al. (2010), com adaptagdes. Para a andlise foram utilizadas 0,5 g de PLS. A pancreatina
(0,060g) foi preparada com 1,5 mL de solu¢do tampdo fosfato de potassio e os extratos
biliares (0,188g) foram preparados com 0,5 mL do mesmo tampdo. A amostra de
microcapsulas e as enzimas tiveram seu pH ajustado para 7 e foram submetidos a agitacdo em
shaker por 2 h a 37 °C.

Posteriormente, as enzimas foram inativadas com adi¢ao de 4 mL de acetona. Foram
acrescentadas 3 gotas de fenolftaleina 1% e foi realizada a titulagdo com NaOH. Calculou-se o

percentual de acidos graxos livres (% AGL) através da equagdo 2:

_ VNaoH -MNaoH -Miipidio.
%AGL =100
° X Wiipidio® 2)
Sendo:
Vreon: volume do NaOH Mnaon: molaridade do NaOH

Miipidio: massa molar do lipidio de referéncia Wiipidio>: massa total do lipidio?

3.4 Elaboragao e avaliacdo de iogurte natural com extrato de llex paraguariensis

Foram elaboradas trés formula¢des de iogurte natural, sendo uma padrio (leite e
fermento), uma enriquecida com extrato liofilizado de erva-mate (leite, fermento e extrato

liofilizado) e a ultima enriquecida PLS (leite, fermento e PLS de extrato de erva-mate).
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Para a elaboragdo dos iogurtes naturais foram utilizados, leite integral pasteurizado UHT
¢ realizada a inoculagdo da cultura lactea composta por Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus. A fermentagdo ocorreu no periodo de aproximadamente 6 h em
estufa de fermentagdo com controle da temperatura em 45 °C e até a mistura atingir pH 4,5.
Apos completado o processo de fermentacao, o iogurte foi separado em 3 porcdes, sendo uma
por¢do padrdo (sem nenhuma adicdo), uma com 1% extrato liofilizado de erva-mate e com
microcapsulas (quantidade equivalentes a 1% do extrato liofilizado). O iogurte foi
acondicionando sob refrigeracao (4 °C). Este resfriamento, por sua vez, tem por objetivo cessar
o processo fermentativo e evitar a queda excessiva do pH. O iogurte foi entdo, homogeneizado
(agitagdo manual) e envasado em embalagens assépticas, ficando armazenado sob refrigeragao

(4°C) até o momento das demais analises.

3.4.1 Determinacéo de cor

As avaliagdes de cor das formulacdes de iogurtes foram realizadas conforme descrito

no Item 3.2.4.

3.4.2 Potencial hidrogenibnico (pH) e acidez titulavel do iogurte

A avaliacdo do pH do iogurte seguiu o método descrito no Item 3.2.3 e foi realizada ao
final da elaboracao do iogurte e apds 7 dias de armazenamento.
Para a analise de acidez titulavel utilizou-se a metodologia proposta pelo Instituto Adolfo
Lutz (2008), com adaptagdes. Utilizou-se 10 mL de amostra de iogurte diluido em 10 mL de
agua destilada e 4 gotas de fenolftaleina. Posteriormente a amostra foi titulada com solugao de
hidréxido de sodio (0,1 M), sob agitagdo constante, até coloracdo rosea persistente por trinta

segundos. A acidez foi calculada através da Equacgao 3:

V.F.100 3)

Acidez em solugdo molar % (v/n) = 510
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Sendo:

V = Volume de NaOH gasto na titulagdo
F = Fator de correcdo de NaOH

P = gramas de amostra

3.4.3 Quantificagdo de bactérias laticas no iogurte

Foi realizada a quantificacdo de bactérias lacticas nos iogurtes apds 7 dias de
armazenamento. Para tal, inoculou-se as amostras em placas contendo o meio Agar MRS (De
Man, Rogosa e Sharpe), com sobrecamada, com incubacdo a 32+1°C durante 48 horas,
conforme metodologia descrita por Silva et al. (2010). No final da analise foi realizada

contagem das coldnias.

3.4.4 Analise Sensorial do iogurte natural enriquecido com extrato de erva-mate

A analise sensorial do iogurte formulado foi realizada no Laboratorio de Analise
Sensorial do CEPA - Universidade de Passo Fundo, que possui cabines sensoriais proprias e
individuais sob condi¢des adequadas de luz, som e isolamento. Os testes realizados foram
teste afetivo de aceitacdo e atitude de compra.

Os testes de aceitacdao e intencdo de compra foram realizados com 60 provadores nao
treinados, verbalmente recrutados. Foram excluidos provadores com intolerancia a lactose e
diabéticos. Os participantes foram orientados sobre os procedimentos da andlise sensorial
aplicada e preencheram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Amostras de 20 g das formulagdes, em temperatura de aproximadamente 4 °C, foram
apresentadas aos provadores em cabines, de forma aleatoria, servidas em copos plasticos
descartaveis, codificados com nimeros de trés digitos, os dados foram coletados através do
preenchimento das fichas visando informar, aceitacdo (cor, sabor, textura e impressao global:
escala hedonica de 9 pontos ancorados aos extremos 'desgostei muitissimo' e 'gostei
muitissimo') e intencdo de compra (escala de 5 pontos ancorados nos extremos ‘compraria
sempre’ a ‘nunca compraria) (MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007).

A realizagio desta anélise foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade de Passo Fundo, sob nimero CAAE 70617417.0.0000.5342.



63
3.5 Analise dos dados

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram submetidos a
analise estatistica através da Andlise de Variancia (ANOVA), utilizando o Software

ESTATISTICA 7, seguido pelo teste de comparacao de médias de Tukey, a 5% de significancia.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1  Obtencdo e caracterizacdo do extrato de erva-mate
A Tabela 2 apresenta os resultados do potencial antioxidante dos extratos aquosos de
erva-mate (20 %) secos em spray dryer e por liofilizagdo, extrato ndo submetido a secagem

(extrato in natura).

Tabela 2 - Potencial antioxidante de extratos submetidos a diferentes métodos de secagem

Amostra Temperatura Tratamento ABTS
de extracao de secagem (mmol
Trolox/g)
Erva-mate 90£2 °C - 13,96 + 0,29°
moida
Erva-mate 90 £2 °C Spray dryer 14,88 +0,19°
moida
Erva-mate 90 £2 °C Liofilizagdo 15,05 + 0,06°
moida

Os resultados expressam a média & desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente
pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

Os extratos submetidos a secagem por spray dryer e liofilizagdo ndo apresentaram
perdas em seu potencial antioxidante quando comparados ao extrato in natura (ndo submetido
a secagem). Este resultado nos mostra que nas condigdes testadas ambos, spray dryer e
liofilizagao, poderiam ser utilizados para secagem do extrato sem que haja perdas no potencial
antioxidante. Ratti (2001), realizou um estudo de revisdo sobre a secagem com ar quente e
liofilizagao em alimentos. O autor verificou que apesar da liofilizagao possuir restricdes de
aplicagdo na industria de alimentos devido seu alto custo de operacdo, ¢ uma tecnologia
considerada adequada para diferentes alimentos. Ciurzynska; Lenart (2011), concordam que a
aplicacdo da liofilizagdo na industria de alimentos ainda € restrita devido ao seu valor de
utilizagdo, mas também mencionam que a liofilizacdo ¢ um método de secagem que permite a
obtenc¢do de materiais secos com caracteristicas tipicas da matéria-prima e que ¢ utilizada para
a preservacao confiavel de uma ampla variedade de produtos, além de exigir os mais altos
padrdes de confiabilidade e controle. Os produtos liofilizados sdo muito estaveis e sdo faceis
de transportar e armazenar (MORALIS et al., 2016).

Considerando a preservagao do potencial antioxidante por ambas as técnicas de secagem

testadas e as vantagens apontadas pela literatura, optou-se pela continuidade dos nossos ensaios
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utilizando a técnica de liofilizagdo. A Figura 11 apresenta uma imagem do extrato liofilizado.

Figura 11 —Extrato liofilizado de erva-mate

Fonte: Autor

4.1.1. Avaliacao do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato liofilizado

Os resultados do potencial antioxidante e fenolicos totais do extrato liofilizado estdao

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Resultados da avaliagdo do potencial antioxidante e fenolicos totais do extrato liofilizado

Meétodo de avaliacéo Resultados

DPPH (mmol equivalente a Trolox/g) 10,50 £ 0,18
ABTS (mmol equivalente a Trolox/g) 14,88 £ 0,19
FENOIS (mg equivalente a dcido galico/g) 11,51 £ 1,36

Os resultados expressam a média + desvio padrao.

Fonte: Autor (2018)

Os resultados de potencial antioxidante e fenolicos totais (Tabela 3) caracterizam e
confirmam o potencial bioativo e funcional do extrato liofilizado de erva-mate. Os resultados
indicam a presenca de compostos bioativos antioxidantes.

O potencial antioxidante e o teor de fendis totais dos extratos de erva-mate tém atraido a
aten¢do da populagdo mundial e expandido o consumo de cha mate para continentes onde
culturalmente nao existia o habito de consumo (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).
Os antioxidantes naturais sao conhecidos por retardar o dano oxidativo causado pela produgao
de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio. A oxidacao de constituintes
celulares e outros componentes podem levar a modificagdes estruturais e consequentemente
causar perda de sua atividade biologica. Esse fenomeno, estd associado a ocorréncia de varias

patologias, como cancer, cardiopatia e diabetes (BRACESCO et al., 2011). Cardozo Junior;



67

Morand (2016), mencionam que, com base na composicao fitoquimica da erva-mate e nos
dados trazidos por outros estudos sobre os efeitos bioldgicos associados a esses bioativos, os
produtos de erva-mate podem representar fontes alimentares interessantes para a nutri¢ao
humana relacionada a saude cardiovascular. De forma semelhante, os fitoquimicos presentes
na erva-mate, em especial os polifendis, sao apontados como responsaveis pelos efeitos
hipoglicemiante e antiobesogénico (GAMBERO; RIBEIRO, 2015).

Riachi; De Maria (2017), em uma revisdo de literatura mostram que se os resultados
positivos e consistentes em relagdo a a¢do dos fitoquimicos da erva-mate in vivo forem

confirmados ao longo do tempo, ela pode ser reconhecida como um alimento funcional.

4.1.2 Comportamento do potencial antioxidante do extrato em diferentes pHs

A Tabela 4 apresenta os resultados do comportamento do potencial antioxidante do

extrato de erva-mate sunbmetido a diferentes pHs.

Tabela 4 — Potencial antioxidante do extrato de erva mate submetido a diferentes pHs

Condigdes de pH da amostra ABTS (mmol Trolox/g)
pH 5,3 11,18+0,06*
pH 2,2 9,66+0,27¢
pH 8,16 10,78+0,20?
pH 2,2 + transicdo para pH 8,12 6,79+0,62¢
pH 4,38 8,45+0,14°

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo Teste Tukey (p <0,05).
Fonte: Autor (2018)

O extrato liofilizado de erva-mate apresentou pH inicial de 5,3 e mostrou perda de
atividade antioxidante quando submetido ao pH que mimetiza o pH estomacal. A perda de
atividade antioxidante também ocorreu quando simulada a passagem do extrato do pH
estomacal para o pH intestinal e quando simulada a adicdo do extrato em pH de iogurtes e
bebidas lacteas fermentadas. Esses resultados nos mostram que mudangas de pH podem
prejudicar o mecanismo de a¢ao e, por consequencia, a atividade biologica do extrato liofilizado

de erva-mate, limitando sua aplicabilidade em alimentos.
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Os beneficios dos compostos antioxidantes para a saide dependem da quantidade
ingerida e da biodisponibilidade destes nos tecidos alvos. Apesar de ndo serem utilizadas
enzimas digestivas nesta analise, nossos resultados mostram que o destino gastrointestinal dos
compostos ndo s6 ¢ comprometido pela sua quantidade/natureza quimica, mas também pelo
ambiente fisico-quimico especifico em cada estagio de digestdo. Villacis-Chiriboga et al.
(2017), que averiguaram mudangas na composicao fitoquimica, bioatividade e
digestibilidade in vitro de folhas de guayusa (llex guayusa Loes) também perceberam que
durante a digestdo gastrointestinal in  vitro, a capacidade antioxidante medida
pelo método ABTS diminuiu de forma significativa. Além disso, mencionam que € possivel
que o pH possa exercer um efeito sobre a estrutura dos compostos fendlicos ao longo da
digestao, o que também pode afetar sua capacidade antioxidante. Esta caracteristica ¢ atribuida,
principalmente, as estruturas particulares e grupos funcionais de compostos fenolicos.
(TAGLIAZUCCHI et al., 2010).

Koehnlein et al. (2016), mostraram que apos a digestdo in vitro, cereais, legumes,
vegetais, tubérculos, chocolates e frutos apresentaram maior contetido fendlico e atividades
antioxidantes superiores as obtidas por extracdo aquosa. Ao contrario, a digestdo causou
reducdo nos conteudos fenolicos ¢ nas atividades antioxidantes das bebidas como vinho tinto,
café e erva-mate. O autor ainda sugeriu que os fendlicos de grupos de alimentos com matriz
solida e complexa sdo protegidos contra a acdo enzimatica e alteracao no pH durante a digestao,
0 que ndo ocorre em matrizes de alimentos liquidos, como as bebidas. Friedman; Jiirgens (2000)
submeteram diferentes polifendis a diferentes pHs e concluiram que cada composto pode se
comportar de maneira diferente diante das mudancas de pHs. Os autores também mencionam
que as transformagdes ocorridas ndo sdo reversiveis, o que pode explicar a maior perda de
atividade do extrato submetido a transi¢cao de pH.

O fato do extrato também apresentar perdas quando submetido ao pH de iogurtes e
bebidas lacteas (4,3), nos leva a crer que se adicionado nesses alimentos, o extrato diminuira
significativamente sua atividade antioxidante at¢ o momento do consumo. Se forem
consideradas as perdas acarretadas pelo pH de iogurtes, mais as perdas que poderdo ocorrer
durante o trato digestivo, podemos afirmar que a a¢cdo benéfica dos compostos antioxidantes da
erva-mate no organismo humano podera ficar comprometida.

Uma alternativa que pode auxiliar na manuten¢do do potencial antioxidante do extrato

até o momento da absor¢ao em seus sitios alvos ¢ a microencapsulagdo (MASSOUNGA BORA
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et al., 2018). O aprisionamento de ativos dentro de PLS pode superar os problemas
relacionados a baixa estabilidade de ativos durante ao armazenamento e a mudangas de pH

(PORDEVIC et al., 2015).

4.1.3 Determinacao de cor do extrato

A andlise de cor do extrato liofilizado de erva-mate (40 %) apresentou valores de L*=
25,39 + 0,13 significando que sua cor apresenta-se mais proxima de tons escuros, sendo que o
valor de zero significa cor preta e que este aumenta em até 100 quando a cor tem brilho intenso;
valores de a*= 0,39 + 0,06 o que mostra uma leve tendéncia ao vermelho, sendo que este
parametro quando negativo representa tendéncia a cor verde e quando positivo tendéncia as
cores vermelhas e valores de b*= 1,7 + 0,18 mostrando pequena tendéncia a cor amarela, sendo
que este parametro quando negativo indica cor azul e quando positivo cor amarela.

Os tons escuros e as tendéncias as tonalidades escuras do extrato podem ser explicadas
devido a alta atividade enzimatica da polifenol oxidase e da peroxidase presentes nas folhas de
erva-mate (CENI et al., 2008). Como ndo foi realizado nenhum processo de inativacao
enzimatica neste trabalho, as folhas de erva-mate apresentaram o escurecimento refletido na

cor do extrato.

4.2 Microencapsulagéo do extrato

4.2.1 Obtengdo das microcapsulas

Obtivemos PLS contendo extrato em diferentes concentragdes (Figura 12). Em nossas
microcapsulas temos uma regido ndo polar (cera de abelha), uma regido polar (extrato
liofilizado ressuspendido) e uma regido anfifilica (Tween 80). A simples mistura destas fases
formam as microcapsulas pela autoreunido espontanea de moléculas por meio de interagdes
hidrofobicas, que conduzem as moléculas hidrofilicas para formar um nuicleo e uma parte
hidrofoébica que acaba formando um invélucro orientado para a fase externa do sistema
(OELHKE et al., 2014).

Em geral, PLS possuem certas vantagens em relacdo as emulsdes convencionais,
como o aumento da estabilidade fisica e quimica, a possibilidade de obter maior eficiéncia
de encapsulagdo, controle mais preciso sobre as propriedades de liberacdo dos ativos

encapsulados, possibilidade de produgdo em grande escala e esterilizagio (PORPEVIC et
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al., 2015).

Figura 12 - Microcapsulas de extrato liofilizado de erva-mate utilizando cera de abelha como agente
encapsulante (tamanho ndo padronizado)

Fonrte‘: Ator (2018)
4.2.2 Avaliagdo das microcapsulas
4.2.2.1 Avaliacgao da Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%)

A EE (%) das microcapsulas com variagdes nas concentracdes do extrato liofilizado

(ntcleo) pode ser acompanhada na Tabela 5. A EE avalia qual o percentual do ativo (extrato

liofilizado de erva-mate) foi incorporado na microencapsulacao.

Tabela 5- Eficiéncia de microencapsulagdo das microcapsulas com diferentes concentragdes de extrato

Concentrac0es do extrato/nucleo (%) Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%0)
5 86,1 +1,14°
10 78,69 £ 1,52°
20 95,58 +0,54'
30 92,48 +0,54'
40 92,73 +0,51"

Os resultados expressam a média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna
diferem significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

Os extratos liofilizados mais concentrados (20 %, 30 % e 40 %) apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacdo. Sugerimos que o aumento da EE (%) a medida que a concentracao
do extrato aumenta, ¢ explicada pela diminui¢do da quantidade de 4gua na mistura. Nas misturas

mais concentradas, a quantidade de agua utilizada na dilui¢do era menor, o que pode ter
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facilitado as interagdes hidrofobicas, melhorando a EE (%). Mouri et al. (2014), mostraram que
apos a diluigdo com agua, sua microemulsdo tornou-se muito mais estruturada do que o sistema
puro e que os dominios foram melhores definidos apos a adicdo de moléculas de agua. No
entanto, os autores ressaltam que a mudanca de comportamento das microemulsdes com
acréscimo de agua se aproxima da linha de separagao de fases, neste sentido, sugerimos que o
acréscimo demasiado de 4gua torna-se prejudicial para a eficiéncia de microencapsulagdo de
microemulsdes. A maior concentragdo de extrato representa também maior concentracdo de
potencial antioxidante na microcapsula. Desta forma, optamos por prosseguir 0s ensaios

utilizando microcépsulas com extrato liofilizado 40 %.

4.2.2.2 Espectroscopia naregido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 13 apresenta o resultado da avaliagdo por espectroscopia na regidao do

infravermelho com transformada de Fourier (FTIR).

Figura 13- Sobreposicao das analises de FTIR do extrato liofilizado, cera de abelha e microcépsulas

Transmitancia (%)

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de Onda (cm?)

— Encapsulante —— Microcépsula —— Extrato

Fonte: O autor (2018)

A PLS apresenta em seu exterior/superficie vibragdes caracteristicas das moléculas
encontradas no agente encapsulante (cera de abelha), o que nos leva a concluir que o extrato
liofilizado encontra-se no interior da capsula e o encapsulante na parte externa da mesma,

significando que a microencapsulagao ocorreu de forma eficiente.
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O espectro do extrato liofilizado nos permite verificar bandas caracteristica do grupo
funcional hidroxi associado (3235,32 cm™), grupamento este que pode ser encontrado em 4gua,
alcoois e compostos fenolicos. Considerando a amostra em questao, sugere-se que esse pico
seja referente aos compostos fendlicos. Também nos foi possivel perceber a banda caracteristica
de C=C de aromaticos (1595,30 cm™), grupamento encontrado em alguns compostos
antioxidantes como, acidos fendlicos, por exemplo. Os grupamentos CH3 com deformacgao
angular e o grupamento C-O de fendis também podem ser identificados (bandas 1364, 20 cm -
e 1256,11 cm™ respectivamente).

Observando o espectro do encapsulante (cera de abelha) verifica-se a banda
caracteristica de C-H alifaticos (2914,77 cm™), a mesma banda é percebida na PLS, no
entanto ndo foi identificada no extrato liofilizado de erva-mate. O mesmo acontece com a
banda caracteristica do grupamento de C=0 de aldeidos (1735,07 cm™).

A semelhangas nas bandas encontradas no encapsulante e nas PLS pode ser explicado
pelo fato do FTIR ser um tipo de espectroscopia de absorcao, onde as ligacdes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibragdo especificas, as quais correspondem a niveis de
energia da molécula, no entanto a identificacdo das vibragdes ocorre na superficie da amostra

(LEE; LIONG; JEMAIN, 2017).

4.2.2.3 Avaliacao Morfoldgica

A Figura 14, apresenta as imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) do
extrato liofilizado e das PLS confirma-se a eficiéncia de encapsulagdo do método utilizado
devido a nitida diferenca entre as caracteristicas do extrato e das microcapsulas. As imagens

mostram PLS com formato e superficie irregulares e diferentes tamanhos.
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Figura 14 — Imagens de microscopia eletronica de varredura do extrato liofilizado (a) — 100 vezes de aumento e
(b) — 1200 vezes de aumento) e das microcapsulas (¢) — 100 vezes de aumento e (d)-1200 vezes de aumento)

(©) (d)

Fonte: Autor (2018)

Nossas PLS apresentam superficie rugosa e com caracteristicas de aglomerados, essas
caracteristicas podem ser explicadas pelo método de secagem utilizado. Como as
microcapsulas foram secas em temperatura ambiente, a evaporacdo da dgua acontecia de
forma lenta resultando em microcapsulas com formato e superficie irregular (MEYAGUSKU,

2014).
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4.2.2.4 Composicao quimica das PLS de erva-mate

A composi¢ao quimica das PLS, do encapsulante e do extrato liofilizado podem ser

acompanhadas na Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados da composi¢ao quimica das microcapsulas de erva-mate, do extrato liofilizado e do agente
encapsulante

Amostra PTN LIP CHO Cinzas Umidade
Extrato 7,06+0,12 8,44+1,28 56,33+1,15 9,16+0,10 19,01+0,21
Cera 0,83+0,19 69,64+0,84 7,01+0,70 ND 22,52+0,50
Microcapsula  4,0+0,90 52,23+2,36 28,09+2,38 3,64+0,10 12,02+2,89

PTN: proteinas; LIP: Lipidios; CHO: Carboidratos ND: Nao detectado
Fonte: Autor (2018)

Nas microcapsulas, devido ao agente encapsulante, o teor de lipidios destaca-se perante
os demais macronutrientes. No entando, ressalta-se que apesar de adaptagdes em muitos
organismos que permitem eficiente utilizacdo de ceras e seus componentes como fontes de
energia metabolica (organismos e aves marinhas), o ser humano nao possui especificidades para
utilizar grande percentual de ceras como fonte de energia (HARGROVE; GREENSPAN;
HARTLE, 2004). A European Food Safety Authority, (2007) menciona que segundo limitada
literatura disponivel, os ésteres de cera intactos, como os encontrados na cera de abelha, sdo
mal absorvidos em mamiferos. Os constituintes de ésteres na cera de abelha podem ser
hidrolisados no limen intestinal para os seus alcoois e acidos correspondentes, que sdo entao
absorvidos e incorporados nas vias metabolicas celulares normais (PLACE, 1992). Este
processo, envolve a libertacdo de dcidos graxos e alcoois de cadeia longa por lipases, tais como
uma hidrolase de éster carboxilico na presenca de sais biliares, seguida de uma absorcao passiva
ou mediada pelo transportador da cé€lula epitelial da mucosa. As enzimas envolvidas na
hidrolise de cera sao amplamente distribuidas em tecidos de varios mamiferos, incluindo o
homem (HARGROVE; GREENSPAN; HARTLE, 2004) e alguma hidrolise e absor¢ao de
constituintes de cera de abelha nos seres humanos parece plausivel apos a ingestdo. No entanto,
a taxa de hidrolise no trato gastrointestinal pareceu ser baixa em caes e pode muito bem ser o
passo limitante na absorc¢ao de constituintes de cera de abelha por mamiferos (PLACE, 1992).
Devido a literatura escassa sobre digestdo, absorcdo e metabolismo de ceras, ndao se

sabe
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exatamente o percentual metabolizagdo deste ingrediente. Neste sentido, pode-se afirmar que
nem todos os lipidios presentes na microcapsula serdo metabolizados o que ndo representara
um acréscimo na ingestao de lipidios e de calorias para o consumidor.

O Scientific Opinion of the Panel on Food additives, Flavourings, Processing aids and
Materials in Contact with Food (AFC) ressalta que o uso de cera de abelha como aditivo para
os usos alimentares existentes e novos usos propostos de alimentos ndo ¢ preocupante para a
seguranca alimentar e nutricional (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2007).
Além disso, ressaltamos que a cera de abelha ¢ um produto de origem natural. O D-002, um de
seus componentes apresenta atividade antitilcera, atividade antinflamatdria, agdo protetora para a
mucosa gastrointestinal (CARBAJAL et al., 1995), efeito positivo no tratamento de pacientes com
doenga hepatica gordurosa nao alcoodlica e sintomas de osteoartrite (ILLNAIT et al., 2005) e, em
estudos realizados em modelos de animais murinos, foi particularmente eficaz no refluxo
gastroesofagico e problemas intestinais de acidez (RAVELO et al., 2011; ZAMORA et al., 2014).

A informacao sobre a composicao dos alimentos ¢ de grande importancia para cientistas
e profissionais que trabalham nos campos da nutricdo e saude publica (ELMADFA; MEYER,
2010). Dados precisos sobre a composi¢do quimica dos alimentos sdo cruciais para qualquer
pesquisa nutricional quantitativa e indispensaveis para avalia¢do e planejamento de cardapio e
planos alimentares. Além disso, a composi¢ao quimica dos alimentos ¢ de extrema importancia
na composicao de dietas especificas que podem ser baixas em certos nutrientes essenciais
(ORESKOVIC; KLJUSURIC; SATALIC, 2015). A anélise da composi¢do quimica das
microcapsulas proporciona conhecimentos essenciais para que estas possam ser incluidas de

uma forma segura e recomendavel na alimentagdo humana.

4.2.2.5 Analises de comportamento termico das PLS

A Figura 15 apresenta o termograma de calorimetria exploratoria diferencial do
extrato liofilizado, encapsulante (cera de abelha) e das PLS respectivamente. A andlise de
DSC fornece ainda a temperatura e a entalpia de fusdo das particulas. Os ensaios
correspondentes as temperaturas iniciais, finais, de pico e entalpia das amostras podem ser

acompanhados na Tabela 7.
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Figura 15 - Termograma de calorimetria exploratoria diferencial do extrato liofilizado,
microcapsulas e agente encapsulante
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Fonte: O autor (2018)

Tabela 7 - Temperaturas dos fluxos de calor das amostras

Amostras Ti°C Tp°C Tf°C AH J/g
Extrato Liofilizado 127,82 132,79 150,01 -3,23
Encapsulante 44,19 55,01 65,81 -12,83
Microcapsulas 44,58 55,67 66,48 -9,27

Ti — temperatura inicial; Tp — temperatura de pico; Tf — temperatura final; AH — entalpia.
Fonte: Autor (2018)

As curvas de fusdo para as microcapsulas mostram-se semelhantes as curvas do
encapsulante (Figura 21), bem como a temperatura do pico, sugerido como pico de fusdo
(Tabela 7). Neste sentido, devido as caracteristicas do encapsulante, sugere-se que a
microcapsula possua um ponto de fusdo de 55,67 °C garantindo a protecao do ativo até a
temperatura inicial do pico 44,58 °C, nao sendo recomendada sua incorporagdo em matrizes
alimentares que passem por processos de aquecimento e altas temperaturas.

Asumadu-Mensah; Smith; Ribeiro (2013) ressalta que por ser um lipidio complexo,
composto e de cadeia longa uma mesma amostra de cera pode apresentar formas polimorficas
com temperaturas de cristalizagdo diferentes. Miiller; Radtke; Wissing (2002), relataram que o
uso de lipideos compostos tem melhores perspectivas para maior carga de ativos, isto porque
esses lipidios possuem uma maior distancia entre as cadeias de acidos graxos dos glicerideos,
bem como as imperfei¢des no cristal, proporcionando mais espago para incorporagdo de

compostos ativos.
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4.2.2.6 Solubilidade das microcapsulas em agua

A solubilidade calculada caracterizou a microcapsula com 99,99 + 5.10° % insolavel
em agua. Microcapsulas insoluveis em agua possibilitam a aplicagdo e protecao de nucleos
em meios com alto teor de dgua (DORBEVIC et al., 2015). Neste trabalho, insolubilidade das
capsulas em meio aquoso garante que o nucleo ndo sera liberado no iogurte e que desta forma

sua acao antioxidante s6 acontecerd no organismo humano deviso a agdo enzimatica.

4.2.2.7 Avaliacdo do potencial antioxidante do encapsulado ao logo do tempo

Os resultados da atividade antioxidante do encapsulado armazenado por 45 dias, podem

ser acompanhados na Figura 16.

Figura 16 - Potencial antioxidante do encapsulado em PLS ao longo do tempo
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Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes significa que diferem significativamente
pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

A PLS preservou o potencial antioxidante do extrato microencapsulado ao longo de 45
dias de armazenamento.

E caracteristico e esperado que as microemulsdes sejam dispersdes homogéneas e
termodinamicamente estaveis capazes de proteger compostos, como antioxidantes, por exemplo
(PORPEVIC et al., 2015). Pedro et al. (2016), utilizaram PLS para microencapsular curcumina

e Bazzarelli; Piacentini; Giorno (2017) utilizaram PLS para microencapsular biofenodis, os

autores utilizaram métodos diferentes para formagdo das PLS, porém, ambos, concordaram que
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microcapsulas no formato de PLS sdo veiculos interessantes de transporte de particulas. Além
disso, a literatura mostra que transportadores protegem o nicleo da degradagdo no trato
gastrointestinal, garantindo sua atividade nos sitios alvos (CHRISTOPHERSEN et al., 2014;
ZHANG et al., 2006; ZUR MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998).

Considerando nossos resultados, podemos afirmar que os antioxidantes das PLS
permaneceram estaveis durante o armazenamento em agua sob refrigeragdo até o momento do
consumo e que este método de protecdo pode ser eficaz para protecdo de compostos

antioxidantes em alimentos liquidos ou pastosos.

4.2.2.8 Digestibilidade in vitro

O percentual de acidos graxos livres das microcdpsulas ndo submetidas a
digestibilidade in vitro foi 7,7 + 0,51% enquanto que o percentual de acidos graxos livres das
microcdpsulas que passaram pelo ensaio de digestibilidade foi 33,33 + 0,51%. Esses resultados
confirmam que haverd o rompimento da microcdpsula durante o processo de digestdo
possibilitando a absorc¢ao e a¢ao do extrato de erva-mate.

Sabe-se que os flavonoides e os acidos fenodlicos sdo amplamente metabolizados apos
ingestdo, sendo geralmente transformados em metabolitos plasmaticos com menor atividade
antioxidante do que as moléculas precursoras. Estudos que mimetizam o processo de digestao
mostraram que o conteido de compostos bioativos ¢ modificado ao passar pelos varios
compartimentos do trato gastrointestinal como consequéncia de alteracdes de pH, agdes
enzimaticas e atividade metabdlica da microbiota intestinal (BOAVENTURA et al., 2015;
KOEHNLEIN et al., 2016). O fato das PLS de cera de abelha serem estaveis em condigdes
estomacais, ajuda a garantir que o encapsulado ultrapasse a barreira gastrica sem sobre
modificagdes, o que leva a garantir uma melhor absorcao e a¢do antioxidante quando liberado
nas condicoes intestinais (OBAIDAT; OBAIDAT, 2001; RANJHA; KHAN; NASEEM,
2010).

No entanto, ¢ de suma importancia que no ambiente intestinal, mediante as lipases e
demais condi¢cdes do intestino delgado, ocorra o rompimento das microcapsulas e
consequente liberagdo do encapsulado para que os compostos com potencial antioxidante
possam ser absorvidos, e atingir o alvo fisiolégico numa concentragdo minima que induza o

efeito bioldgico e o mecanismo de agao.



79

4.3 logurte natutal com PLS contendo extrato de erva-mate

4.3.1 Avaliacdo de iogurte natural PLS contento extrato liofilizado de erva-mate

4.3.1.1 Determinacao de cor

As andlises de cor das formulacdes de iogurte podem ser acompanhadas na tabela 8.

Tabela 8 - Analise de cor das formulagdes de iogurte

Amostra L* a* b*
IN 73,62+0,29 -0,96+0,03 5,27+0,04
IEL 62,1+0,15 0,68+0,01 14,71+0,14
IEM 67,5+0,37 -0,42+0,07 7,60+£0,12

IN — Togurte Natural; IEL - Iogurte com extrato liofilizado de erva-mate; [EM — logurte
com extrato microencapsulado de erva-mate.
Fonte: Autor (2018)

As andlises de cor das formulagdes de iogurtes variaram com o acréscimo do extrato
liofilizado e das microcéapsulas, em relacdo ao iogurte padrao.

Percebe-se que a adi¢do tanto do extrato quanto das microcapsulas proporcionou
diminui¢do da luminosidade do iogurte, apesar de o extrato livre ter influenciado mais nesse
parametro. Quanto aos valores de a*, as microcdpsulas mantiveram a tendéncia a cor verde
apresentada pelo iogurte padrdo, ao contrario do iogurte com extrato livre que apresentou
tendéncia a cores vermelhas. Os valores de b* mostram que todas as amostras possuem
tendéncia a cor amarela, no entanto, novamente a formulagdo com PLS se aproxima mais da
formulagao padrao.

As trés formulagdes de iogurtes podem ser visualizadas na Figura 17.
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Figura 17 — Imagem das formulacdes de iogurtes

A — Togurte com extrato liofilizado de erva-mate; B — iogurte natural padrdo; C — iogurte

com PLS contendo extrato de erva-mate

4.3.1.2 Potencial hidrogenionico (pH) e acidez titulavel do iogurte

O 1ogurte elaborado apresentou pH de 4,3 e acidez titulavel de 0,97 % dacido lactico,
apresentando-se dentro do aceito pela legislagdo brasileira. Segundo a legislacdo brasileira
iogurtes devem apresentar de 0,6 a 1,5g de acido lactico por 100g do produto, por consequéncia
o pH deve estar entre 3,5 e 4,6 (BRASIL, 2007; BRASIL, 2005). Valores de referéncia para o
pH do iogurte foram descritos ainda em 1921 por Heineman, juntamente com o método inicial
de fabricacdo deste leite fermentado. O pH e a acidez dos iogurtes sdo responsaveis, inclusive,
por conferirem caracteristicas sensoriais especificas as formulagdes, como maior viscosidade
(ARYANA; OLSON, 2017), além de implicarem ainda na atividade metabolica das bactérias,
o que pode favorecer um grupo de microrganismos em detrimento do outro (MOREIRA et al.,

1999).

4.3.1.3 Contagem de bactérias lacticas do iogurte

A contagem de bactérias laticas das formulacdes de iogurtes foi analisa apos sete dias

de armazenagem. Os resultados podem ser acompanhados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Contagem de bactérias lacticas UFC/g nas amostras de iogurte

Amostras UFC/mi
Iogurte natural padrao 9x 103°
logurte natural + extrato liofilizado de erva-mate <10?
lIogurte natural + microcapsulas de erva-mate 1,5x 10*°

Os resultados expressam a média. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo Teste Tukey (P > 0,05).
Fonte: Autor (2018)

A anélise dos resultados nos permite observar que o iogurte com extrato liofilizado de
erva-mate apresentou menor contagem de bactérias lacticas que as demais formulagdes. Isso
pode ser explicado pelo fato dos extratos de erva-mate apresentarem-se como uma boa fonte de
compostos antimicrobianos (VIEITEZ et al., 2018). Burris et al. (2011), demonstraram
atividade bactericida contra Gram-positivo (S. aureus) e Gram-negativo (E. coli) com
concentracgoes relativamente baixas de extrato aquoso de erva-mate e ainda ressaltaram que os
compostos responsaveis pela atividade antimicrobiana da erva-mate parecem ser muito
estaveis, uma vez que esses resultados foram encontrados utilizando matérias primas que foram
submetidas a preparagdo comercial de branqueamento, secagem, moagem e envelhecimento.
Esses resultados podem significar novas aplicabilidades para extratos de erva-mate.

No entanto, no nosso caso, ressaltamos que as bactérias lacticas sao benéficas para o
organismo humano de diversas formas. Kumar et al. (2018) demonstrou que bactérias lacticas
seriam uma op¢ao ideal para prevenir a toxicidade de metais pesados e reduzir a absor¢ao no
corpo humano. Nuraida (2015), demonstrou efeitos hipocolesterolémicos, a estimula¢ao do
sistema imunologico e a prevencdo da diarreia por bactérias lacticas. Evivie et al. (2017),
sugeriram que as bactérias lacticas possuam efeito antiobesogénico e antidiabético. A perda das
bactérias lacticas pela agdo antimicrobiana do extrato de erva-mate ¢ um resultado negativo
para a saude do consumidor. Neste caso, encapsulacdo do extrato por PLS apresenta-se como
uma boa alternativa para a manutenc¢ao da viabilidade das bactérias lacticas no iogurte, sendo
que devido a insolubilidade da PLS o extrato ndo foi liberado no iogurte e a contagem de

bactérias ndo apresentou diferenca para o iogurte com PLS e o iogurte padrao.



82

4.3.2 Analise Sensorial do logurte

O resultado do teste de aceitabilidade pode ser acompanhado na Tabela 10. Percebe-
se que nao houveram diferengas estatisticas entre as amostras quanto a aceitabilidade da cor,

do sabor e do aspecto global avaliado.

Tabela 10-Teste de aceitabilidade das formulagdes de iogurte

Amostras Cor Sabor Aspecto Global
IN 6,98+1,54 5,7+1,91° 5,6+1,68?
IEL 6,01+2,02° 494213 5,6+1,88%
I[EM 6,51+1,82° 5,35+1,85% 6,01+1,64°

IN — Jogurte Natural; IEL - logurte com extrato liofilizado de erva-mate; IEM — logurte com extrato
microencapsulado de erva-mate. Os resultados expressam a média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma
coluna diferem significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).

A microencapsulagdo do extrato nao prejudicou a aceitabilidade do produto.

As notas recebidas para todas as amostras ficaram relativamente baixas considerando
que os parametros eram avaliados de 1 a 9, sendo 1 a nota minima e 9 a nota méxima. Além
disso, muitos provadores deixaram comentdrios nas fichas de avaliagdo sugerindo a adig¢ao de
acucares ao produto. A preferéncia da populacao por produtos alimenticios adogados pode vir
a explicar a baixa nota recebida pelas amostras, mesmo as nao acrescidas com extrato livre ou
microencpasulado de erva-mate. Sabendo que dietas com alto teor de agucar podem gerar
disturbios metabdlicos drasticos, muitas vezes interpolados com distirbios afetivos
(CODELLA; TERRUZZI; LUZI, 2017).0s resultados ressaltam a importancia de estratégias
de educacdo alimentar e nutricional para a populagdo que busque promover escolhas e habitos
alimentares mais saudaveis (ANARI; AMANI; VEISSI, 2017; KENDIG, 2014). Habitos
alimentares saudaveis assim como a diminui¢do do consumo de alimentos agucarados sao
iniciativas importantes para promocao do bem estar e satde (CODELLA; TERRUZZI; LUZI,
2017; HAGGER et al., 2017). Levar informagdes sobre consumo alimentar e saide pode
interferir na aceitabilidade de determinados alimentos, iogurtes naturais sdo preferidos por
pessoas que possuem conhecimento de seus beneficios para a saide (ARYANA; OLSON,
2017).

Na Tabela 11 sdo encontrados os resultados referentes a intencdo de compra dos

provadores.



83

Tabela 11- Teste de intengdo de compra das formulag¢des de iogurte

Amostras CC (%) PC (%) DC (%) PNC (%) IM (%)
IN 6,7 15 37 35 5
IEL 11,67 15 31,67 28,33 11,67
IEM 5 30 33,33 25 5

IN — logurte Natural; IEL - logurte com extrato liofilizado de erva-mate; IEM — logurte com extrato
microencapsulado de erva-mate. CC - Eu certamente compraria este produto; PC - Eu provavelmente compraria
este produto; DC- Eu tenho duvidas se compraria este produto; PNC- Eu provavelmente ndo compraria este
produto; JM - Eu jamais compraria este produto.

Percebe-se que a intencao de compra dos julgadores ndo difere, em grandes proporcdes,
dos iogurtes com extrato livre e/ou com PLS do iogurte tido como padrio, o que, novamente,
nos leva a crer que houveram poucas interferéncias do extrato e das PLS nas avaliagcdes dos
julgadores. O que ocorre na verdade é o baixo habito e preferéncia de consumo de iogurtes
naturais.

Considerando as proporg¢des de julgadores que ficaram em duvida se comprariam ou
ndo os iogurtes submetidos a avaliacdo, pode-se inferir que se os consumidores tivessem
maiores informagdes sobre os beneficios do consumo de iogurtes naturais e extrato de erva-
mate (livre ou microencapsulado) para a satde, provavelmente a intengdo de compra seria
maior.

Os indices de obesidade, sobrepeso e doencas cronicas ndo transmissiveis que abalam o
cenario de satide mundial estdo diretamente ligadas a estilo de vida e escolhas alimentares
(WILSON et al., 2016). Promover escolhas alimentares saudaveis seja através de intervengdes
legais, envolvimento governamental, interven¢des educacionais ou marketing sao estratégias
vistas como eficazes seja do ponto de vista dos consumidores (BOS et al., 2013) ou de
estudos cientificos. Hoek et al. (2017), ao estudar agdes realizadas em pontos de
venda/compra para instigar escolhas alimentares mais saudaveis, concluiu que as agdes
realizadas nestes locais, como mudancgas nos precos, nos logotipos (citando saude e/ou meio
ambiente), nos rotulos, podem contribuir parcialmente para promover a aceitacdo de
alternativas alimentares saudaveis e sustentaveis. Mhurchu et al. (2018), ao estudar rotulagem
nutricional, conclui que os rotulos presentes nos alimentos podem influenciar em escolhas
alimentares mais saudaveis. Suzuki; Park (2018), avaliaram o efeito de informagdes positivas
no “pds-sabor” de alimentos saudaveis e tidos como ‘“desagradaveis” e concluiram que
aprender informacgdes positivas sobre alimentos considerados com sabor desagradavel,

particularmente sobre seus beneficios para a saude,
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podem minimizar o impacto emocional negativo dessa experiéncia, influenciando
positivamente na avaliagdo do produto. Neste sentido, concluimos que produtos como iogurtes
naturais que se apresentam como um alimento saudavel e nutritivo (FERNANDEZ et al., 2017),
podem ter sua aceitabilidade melhorada se mais informagdes sobre os beneficios de seu
consumo chegarem a populacao, por consequéncia, o acréscimo de microcapsulas de erva-mate
torna-se uma medida interessante para aumentar ainda mais os beneficios do consumo desde
produto para a satde.

Uma industria de alimentos que vise continuas técnicas de aperfeicoamento em iogurte
e outros produtos lacteos, bem como maior conhecimento de seus beneficios para a saude sao

preponderantes na atualidade visando a saude do consumidor (ARYANA; OLSON, 2017).
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5 CONCLUSOES

O extrato liofilizado de erva-mate ¢ uma alternativa para expandir os beneficios
antioxidantes dessa planta para outros alimentos e publicos para além do consumo cultural. O
desenvolvimento de particulas lipidicas solidas (PLS) apresenta-se como uma alternativa
eficiente para preservacdo do potencial antioxidante do extrato liofilizado de erva-mate.
Ademais, quando adicionadas em iogurte natural as PLS carreadas de extrato liofilizado de
erva-mate mantiveram a viabilidade das bactérias lacticas ¢ a aceitabilidade ¢ intencdo de

compra do produto foi similar a formula padrao.
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RESUMO

A crescente preocupagdo com a qualidade de vida e bem-estar ¢ observada em
diversos segmentos da sociedade contemporanea, o que traduz o interesse por alimentos que
sejam sindnimo de praticidade, sabor e seguranga alimentar. A erva-mate (llex paraguariensis),
planta nativa da regido sul do continente americano, possui potencial nutricional e antioxidante
pouco explorado, estando seu consumo basicamente restrito as bebidas tradicionais. O uso de
compostos bioativos para o desenvolvimento de alimentos, carece de pesquisas quanto a suas
aplicabilidades e funcionalidades. Paticulas Lipidicas Sélidas (PLS) sdo capaz de proteger os
bioativos das mais diversas condi¢cdes de exposicdo. Objetivamos a protecdo do potencial
antioxidante do extrato liofilizado de erva-mate através de PLS. O extrato de erva-mate
liofilizado, foi caracterizado ¢ submetido a testes de elaboracdo de PLS, utilizando cera de
abelha como agente encapsulante. Obtivemos PLS insoluveis em agua e de fluxo livre, esta
apresentou eficiéncia de encapsulacdo de 92,73 % para um extrato liofilizado de erva-mate
com 40% de concentracdo. As PLS protegeram o potencial antioxidante do extrato liofilizado
durante 45 de armazenamento e o teste de digestibilidade mostrou o rompimento das PLS em
condigdes entéricas, sugerindo a liberagdo do ativo no sitio de absor¢do. Diante destes
resultados concluimos que o extrato liofilizado de erva-mate ¢ uma alternativa para expandir os
beneficios antioxidantes dessa planta para outros alimentos e publicos para além do consumo
cultural. O desenvolvimento de PLS apresenta-se como uma alternativa eficiente para
preservacdo do potencial do extrato liofilizado de erva-mate durante o armazenamento,

permitindo que este chegue até seus sitios de absor¢ao e exerca sua ac¢ao biologica.

Palavras-chave: Erva-mate, antioxidantes, compostos bioativos, microemulsdo, particulas
lipidicas so6lidas.
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ABSTRACT

The growing concern with quality of life and well-being is observed in several segments of
contemporary society, which reflects the interest in food that is synonymous with practicality,
taste and food safety. llex paraguariensis, native to the southern region of the American
continent, has a great nutritional and antioxidant potential, but poorly explored and its
consumption is basically restricted to traditional beverages. The use of bioactive compounds
for food development lacks research on their applicability and functionalities. Solid Lipid
Capsules (PLS) are able to protect bioactives from the most diverse exposure conditions. We
aimed to protect the antioxidant potential of the lyophilized extract of yerba mate through
PLS. The extract of lyophilized yerba mate was characterized and submitted to PLS
elaboration tests, using beeswax as an encapsulating agent. We obtained PLS insoluble in
water and free flow, this presented encapsulation efficiency of 92.73% for a freeze-dried
extract of yerba mate with 40% concentration. PLS protected the antioxidant potential of the
lyophilized extract during storage and the digestibility test showed the PLS disruption under
enteric conditions, suggesting the release of the active at the absorption site. In light of these
results, we conclude that lyophilized extract of yerba mate is an alternative to expand the
antioxidant benefits of this plant to other foods and public beyond cultural consumption. The
development of PLS presents itself as an efficient alternative to preserve the potential of
lyophilized extract of yerba mate during storage, allowing it to reach its absorption sites and

exert its biological action.

Keywords: Yerba-mate, antioxidants,  bioactive compounds, microemulsion,

microencapsulation.
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1. INTRODUCAO

O atual cenario epidemioldgico ¢ caracterizado por um quadro crescente e continuo de
transi¢ao nutricional, evidenciado por mudangas no padrao alimentar e nos niveis de atividade
fisica. Este quadro tem consequéncias negativas no estado nutricional da populagdo (BRASIL,
2016), por conseguinte, faz-se necessario a valorizacao e a utilizagdo de alimentos que, além
de nutrir de forma balanceada o organismo, promova saude e funcionalidade (POPKIN;
KENAN JR., 2016).

Dentre esses alimentos destaca-se um alimento tradicional dos paises da América do
Sul, considerado sindnimo de hospitalidade, tradi¢do e saude, a erva-mate. llex paraguariensis
St. Hil (erva-mate) é amplamente consumida e produzida no sul do Brasil, na Argentina,
Uruguai e Paraguai. Esta planta, ¢ rica em diferentes biocompostos, tais como, fenois,
metilxantinas, terpenos, saponinas, flavonodides, entre outros que denotam atividade
antioxidante. Seu consumo esta associado a reducdo de peso corporeo, da gordura corporal e
de marcadores de risco cardiometabolico (SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005) efeito
hipocolesterolémico, hipoglicemiante (FERNANDES et al., 2016) hepatoprotetor
(SCALBERT et al., 2005).

A erva-mate, pertencendo ao grupo dos produtos ndo madeireiros de extrativismo
vegetal, pode ser coletada da floresta, produzida em plantio ou sistemas agroflorestais,
representando uma forma ambientalmente sustentavel de geracdo de renda e uma alternativa de
diversificacdo econdmica para a agricultura familiar (LUZ, 2011).

A utilizagdo da llex paraguariensis em alimentos prontos para consumo apresenta-se
como uma das possibilidades de ampliacdo do mercado da erva-mate e para que isto seja
possivel € necessario que se estabelegam técnicas que permitam a garantia da manutencao dos
compostos bioativos e que sejam sensorialmente aceitaveis.

A encapsulagdo ¢ uma tecnologia capaz de proteger os bioativos das mais diversas
condi¢des de exposi¢do, pois permite o revestimento de particulas s6lidas, gotas de liquidos e
dispersdes, com um “filme protetor”, ¢ um meio de embalagem, separagdo e armazenamento
de materiais em capsulas para posterior liberagdo (SOBEL; VERSIC; GAONKAR, 2014). A
utilizacdo de particulas lipidicas solidas (PLS) para encapsucdo tém certas vantagens em
relacdo as outras técnicas, como o aumento da estabilidade fisica e quimica, a possibilidade de
obter maior eficiéncia de encapsulacdo, controle mais preciso sobre as propriedades de

liberacdo dos ativos encapsulados, possibilidade de producdo em grande escala e esterilizagao
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(FATHI; MOZAFARI; MOHEBBI, 2012), estas vantagens também permitem que sejam uma
opcao interessante de protecdo de materiais com bioatividade (BAZZARELLI; PIACENTINI;
GIORNO, 2017).

2. MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIA PRIMA

As folhas in natura de erva-mate foram cedidas pela empresa INOVAMATE, do
municipio de Ilopolis - RS. As folhas foram submetidas a secagem em estufa por 20 h em
temperatura de 50 + 2 °C. Apos a secagem, as folhas de erva-mate foram trituradas em moinho
de facas até atingir tamanho de particula menor que 3,5 mm. Em seguida, a amostra foi

embalada a vacuo e mantida sobre congelamento a — 18 & 2°C até a utilizagdo.

2.2 OBTENCAO E AVALIACAO DO EXTRATO

O extrato de erva- mate foi preparado na concentracdo de 20 % em éagua destilada,
devido a ensaios preliminares e de acordo com adapta¢des do método descrito por Murakami
et al. (2011). O material foi aquecido por 5 min a 90 = 2 °C e posteriormente foi realizada a
filtracdo em tela de nylon utilizando uma bomba a vacuo.

O extrato submetido a secagem por spray dryer utilizou temperatura de 120 + 2°C e
vazao de 0,64 L/h. O extrato submetido a liofilizagao foi levado ao ultra freezer permanecendo
por 48 h a -80 + 2°C para posterior processo de liofilizagdo por 60 h a -40 + 2 °C. Apos, foram
realizadas andlises de potencial antioxidante dos extratos e de erva-mate ndo submetida a
secagem, objetivando a escolha do melhor método de secagem do extrato, visando a
manutencdo de seu potencial antioxidante. Apods obtidos os extratos, estes foram
encaminhados para processos de secagem e andlise de potencial antioxidante por ABTS de Re
et al. (1999).

O extrato que melhor manteve sua bioatividade apos a secagem foi ressuspendido em
agua destilada (40 %), submetido a avaliacdo e caracterizagdo e entdo encaminhado para

realizagdo dos testes de elaboragao de PLS.
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2.2.1 Avaliacdo do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato de erva-mate

A atividade antioxidante do extrato selecionado foi analisada segundo o método ABTS
(2,2 —azinobis - 3- etil — benzotiazolina —6- 4cido sulfonico) de Re et al. (1999), com adaptagdes
e o método de DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila) proposto por Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995). A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS e DPPH foi expressa
em mmol de Trolox/g de amostra de acordo com uma curva de calibragcdo previamente
construida. A andlise de fenolicos totais foi realizada segundo metodologia de Souza e
Correia (2012). Os resultados de fendlicos totais foram apresentados em mg acido gélico/ml de

amostra de acordo com uma curva de calibragdo previamente construida.

2.2.1 Potencial antioxidante em diferentes pHs

O comportamento do potencial antioxidante do extrato perante diferentes pHs foi
realizado segundo método proposto por Chen et al. (2017). Posteriormente, foi realizada andlise

do potencial antioxidante de cada um dos extratos pelo método ABTS.

2.3 OBTENCAO E AVALIACAO DAS MICROCAPSULAS

A microencapsula¢do do extrato de erva-mate foi realizada com base no método de
microemulsdo de Gifani et al. (2009), com adaptagdes. O agente encapsulante utilizado foi cera
de abelha, adquirida na empresa Fenix Ceras (Sao Paulo-BR) e o nucleo utilizado foi extrato
liofilizado de erva- mate resuspendido em diferentes concentragdes. A propor¢ao de
encapsulante:nucleo, selecionada em ensaios preliminares, foi de 1:1.

O extrato liofilizado foi ressuspendido nas concentragdes 5%, 10%, 20%, 30% e 40%e
acrescido de Tween 80 (1% da fase lipidica). A secagem foi realizada em temperatura
ambiente por 72 h. As PLS foram padronizadas por granulometria, através de uma peneira de
710 um. As PLS soélidas que apresentaram melhor eficiéncia de encapsulagdo, considerando as

diferentes concentragdes do nucleo, foram selecionadas para a continuidade dos ensaios.



110

2.3.1 Avaliagdo da Eficiéncia de Encapsulacao

A solugdo coletada na filtragao ap6s a formacgao das capsulas foi submetida a avaliagao
antioxidante pelo método de ABTS. A EE foi calculada través da relagdo entre o potencial
antioxidante do extrato in natura e do potencial antioxidante da solucdo residual nao

encapsulada.

2.3.2 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O extrato de erva-mate, o agente encapsulante (cera de abelha) e as PLS foram
analisados por FTIR para identificar os grupamentos funcionais presentes. As condicdes
operacionais foram regido de varredura 4000 a 650 cm™!, resolugdio de 4 cm™, e o registro dos
espectros se deu através de Transmitancia (%T). Os espectros foram obtidos por FTIR,

utilizando equipamento Cary 630 FTIR, Agilent Technologies.

2,3.3 Avalia¢ao Morfologica

As caracteristicas superficiais (externas) foram avaliadas através do uso de
microscopia optica e microscopia eletronica de varredura (MEV), marca Tescan, modelo
VEGA 3, com aceleragao de 20 kV. Para MEV, foram realizadas micrografias das amostras,

apos serem colocadas sobre Stubs e recobertas com camada de ouro.

2.3.4 Comportamento térmico das microparticulas

O comportamento térmico das microcapsulas foi avaliado por Calorimetria
Exploratéria Diferencial (DSC), equipamento Shimadzu modelo DSC-60. A analise
consistiu no aquecimento de 5 mg de amostra na faixa de 25 °C a 300 °C, utilizando
atmosfera de nitrogénio (50 ml/min) e uma taxa de aquecimento de 10 °C/min. A entalpia e
as temperaturas de transicdo foram analisadas usando o software Universal Analysis (TA

Instruments).
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2.3.5 Solubilidade das PLS em agua

A solubilidade das PLS foi determinada segundo a metodologia descrita por Cano-
Chauca et al. (2005), com adaptacdes. Para as analises utilizou-se 1 g de cada amostra
adicionada a 100 mL de agua destilada, obtendo-se uma suspensdo. A mesma foi agitada em

manta de aquecimento, por 5 min em velocidade maxima em temperatura ambiente.

2.3.6 Protecao antioxidante ao logo do tempo

A atividade antioxidante do encapsulado foi avaliada ao longo de 45 dias para averiguar
se a PLS foi capaz de proteger o potencial antioxidante do extrato de erva-mate. Em um
erlenmeyer colocou-se 5 gde PLS ~ em contato com 30 mL de dgua. A mistura foi agitada
com bastdo de vidro e acondicionada sob refrigeracao por 45 dias. Apds, 7, 20, 30 e 45 dias, a
capsula foi rompida em banho termostatizado a 65 °C. A mistura foi filtrada e o filtrado foi

submetido a andlise de potencial antioxidante pelo método de ABTS.

2.3.7 Digestibilidade in vitro

As PLS foram submetidas a teste in vitro de digestibilidade segundo método de Hu et
al. (2010), com adaptagdes. Para a andlise foram utilizadas 0,5 g de microcdpsulas. A
pancreatina (0,060g) foi preparada com 1,5 mL de solucdo tampao fosfato de potassio e os
extratos biliares (0,188g) foram preparados com 0,5 mL do mesmo tampao. A amostra de
microcéapsulas e as enzimas tiveram seu pH ajustado para 7 e foram submetidos a agitagdo em
shaker por 2 h a 37 °C. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo de acidos graxos livres de

acordo com Hu et al. (2010).

2.4 ANALISE DOS DADOS

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram submetidos a

analise estatistica através da Andlise de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de

comparagdo de médias de Tukey, a 5% de significancia.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 OBTENCAO E AVALIACAO DO EXTRATO

A Tabela 1 apresenta os resultados do potencial antioxidante dos extratos aquosos de
erva mate (20 %) secos em spray dryer e por liofilizagdo em comparagdo com o extrato
submetido a extracdo pelo método de Murakami et al. (2011) ndo submetido a secagem

(extrato in natura).

Tabela 1 - Potencial antioxidante de extratos submetidos diferentes métodos de secagem

Amostra Temperatura de Tratamento de ABTS (mmol
extracao secagem Trolox/g)
Erva-mate moida 902 °C - 13,96 + 0,29
Erva-mate moida 90£2°C Spray dryer 14,88 £ 0,19’
Erva-mate moida 90£2°C Liofilizacao 15,05+ 0,06

Os resultados expressam a média + desvio padrao. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

Os extratos submetidos a secagem por spray dryer e liofilizagdo ndo apresentaram
perdas em seu potencial antioxidante quando comparados ao extrato in natura (ndo submetido
a secagem). Este resultado nos mostra que nas condigdes testadas ambos, spray dryer e
liofilizagdo poderiam ser utilizados para secagem do extrato sem que haja perdas no potencial
antioxidante. Ratti (2001), realizou um estudo de revisao sobre a secagem com ar quente €
liofilizagdo em alimentos. O autor verificou que apesar da liofilizacdo ndo ser amplamente
utilizada na industria de alimentos devido seu alto custo de operagdo, a secagem por vacuo €
a tecnologia considerada adequada para de diferentes alimentos. Ciurzynska; Lenart (2011),
concordam que a aplicagao da liofilizacdo na industria de alimentos ainda ¢ restrita devido ao
seu valor de utilizagdo, mas também mencionam que a liofilizacdo ¢ um método de secagem
que permite a obtengao de materiais secos com caracteristicas tipicas da matéria-prima e que ¢
utilizada para a preservagdo confiavel de uma ampla variedade de produtos, além de exigir os
mais altos padrdes de confiabilidade e controle. Os produtos liofilizados sdo muito estaveis e
sao faceis de transportar e armazenar (MORALIS et al., 2016).

Considerando a preservagao do potencial antioxidante por ambas as técnicas de secagem

testadas e as vantagens apontadas pela literatura, optou-se pela continuidade dos ensaios
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utilizando a técnica de liofilizacgao.

3.1.1 Avaliacéo do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato liofilizado

Os resultados do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato liofilizado esta

apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Avaliagdo do potencial antioxidante e fendlicos totais do extrato liofilizado

Metodo de avaliacdo Resultados

DPPH (mmol equivalente a Trolox/g) 10,50 £ 0,18
ABTS (mmol equivalente a Trolox/g) 14,88 £ 0,19
FENOIS (mg equivalente a acido galico/g) 11,51+ 1,36

Os resultados expressam a média + desvio padrio.

Fonte: Autor (2018)

Os resultados de potencial antioxidante e fenolicos totais (Tabela 3) caracterizam o
potencial bioativo e funcional das folhas de erva-mate.

O potencial antioxidante e o teor de fendis totais dos extratos de erva-mate t€ém atraido a
atencao da populacdo mundial e expandido o consumo de chd mate para continentes onde
culturalmente ndo existe seu habito de consumo (CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016).
Os antioxidantes naturais sdo conhecidos por retardar o dano oxidativo causado pela produgao
de espécies reativas de oxigénio e espécies reativas de nitrogénio. A oxidacdo de constituintes
celulares e outros componentes podem levar a modificagdes estruturais e conseqilientemente
causar perda de sua atividade bioldgica. Esse fendmeno estd associado a ocorréncia de varias
patologias, como cancer, cardiopatia e diabetes (BRACESCO et al., 2011). Cardozo Junior;
Morand (2016), mencionam que, com base na composicao fitoquimica da erva-mate e nos
dados trazidos por outros estudos sobre os efeitos bioldgicos associados a esses bioativos, 0s
produtos de erva-mate podem representar fontes alimentares interessantes para a nutricao
humana relacionada a saude cardiovascular. De forma semelhante os fitoquimicos presentes na
erva-mate, em especial os polifendis, sao apontados como responsaveis pelos efeitos

hipoglicemiante e antiobesogénico (GAMBERO; RIBEIRO, 2015).

Riachi; De Maria (2017), ressaltam que se os resultados positivos e consistentes, em
relacdo a acdo dos fitoquimicos da erva-mate, forem confirmados ao longo do tempo, ela pode

ser reconhecida como um alimento funcional.
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3.1.2 Comportamento do potencial antioxidante do extrato em diferentes pHs

A Tabela 3 apresenta os resultados do comportamento do potencial antioxidante do

extrato de erva mate submetido a diferentes pHs.

Tabela 3 - Comportamento do potencial antioxidante do extrato de erva mate submetido a diiferentes pHs

Condicoes de pH da amostra ABTS (mmol Trolox/g)
pH 5,3 11,18+0,06
pH 2,2 9,66+0,27°
pH 8,16 10,78+0,20°

pH 2,2 + transicao para pH 8,12 6,79+0,62°¢

Os resultados expressam a média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem
significativamente pelo Teste Tukey (p <0,05).
Fonte: Autor (2018)

O extrato liofilizado de erva-mate apresentou pH inicial de 5,3 ¢ mostrou-se estavel ao
pH intestinal (8,16), no entanto mostrou perda de atividade antioxidante quando submetido
ao pH que mimetiza o pH estomacal (2,2), quando simulada a passagem do extrato do pH
estomacal para o pH intestinal (2,2-8,12) e a armazenagem em pH de iogurtes e bebidas
lacteas fermentadas. Esses resultados mostram que a aplicabilidade do extrato liofilizado de
erva-mate em alimentos tende a ser limitada e que mudancas de pH podem prejudicar seu
mecanismo de acdo e, consequentemente, sua atividade biologica.

Os beneficios dos compostos antioxidantes para a satde dependem da quantidade
ingerida e da biodisponibilidade destes nos tecidos alvos. Apesar de nao serem utilizadas
enzimas digestivas nesta analise, nossos resultados mostram que o destino gastrointestinal dos
compostos ndo s6 ¢ comprometido pela sua quantidade/natureza quimica, mas também pelo
ambiente fisico-quimico especifico em cada estagio de digestdo. Villacis-Chiriboga et al.
(2017), que  averiguaram mudangas na composicdo fitoquimica, bioatividade e
digestibilidade in vitro de folhas de guayusa (llex guayusa Loes) também perceberam que
durante a digestdo gastrointestinal in  vitro, a capacidade antioxidante medida
pelo método ABTS diminuiu significativamente. Além disso, mencionam que € possivel que
o pH possa exercer um efeito sobre a estrutura dos compostos fendlicos ao longo da digestao,
o que também pode afetar sua capacidade antioxidante. Esta caracteristica ¢ atribuida,
principalmente, as estruturas particulares e grupos funcionais de compostos fendlicos, e nao
tanto as quantidades totais desses componentes (TAGLIAZUCCHI et al., 2010). Koehnlein et

al. (2016), mostraram que apods a digestdo in vitro, cereais, legumes, vegetais, tubérculos,
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chocolates e frutos apresentaram maior contetido fenolico e atividades antioxidantes superiores
as obtidas por extracdo aquosa.

Ao contrario, a digestdo causou reducdo nos conteudos fenodlicos e nas atividades
antioxidantes das bebidas como vinho tinto, café e erva-mate. O autor ainda sugeriu que os
fenolicos de grupos de alimentos com matriz sélida e complexa sdo protegidos contra a agao
enzimatica e alteracdo no pH durante a digestdo, o que ndo ocorre em matrizes de alimentos
liquidos, como as bebidas. Friedman; Jirgens (2000) submeteram diferentes polifenois a
diferentes pHs e concluiram que cada composto pode se comportar de maneira diferente diante
das mudangas de pHs. Os autores tamb&ém mencionam que as transformagdes ocorridas nao sao
reversiveis, o que pode explicar a maior perda de atividade no extrato submetido a transi¢cao de
pH.

Uma alternativa que pode auxiliar na manuten¢ao do potencial antioxidante do extrato
até o momento da absor¢do em seus sitios alvos ¢ a protegdo desses compostos por técnicas de
encapsulacio (MASSOUNGA BORA et al., 2018). O aprisionamento de ativos dentro de PLS
pode superar os problemas relacionados a baixa estabilidade de ativos durante ao

armazenamento e a mudancas de pH (PORPEVIC et al., 2015).

3.2 ELABORACAO DE PLS

3.2.1 Obtencéo das PLS

Obtivemos PLS contendo extrato em diferentes concentragdes. Em nossas PLS temos
uma regido ndo polar (cera de abelha), uma regido polar (extrato liofilizado ressuspendido) e
uma regido anfifilica (Tween 80). A simples mistura destas fases formam as microcéapsulas
pela auto-reunido espontanea de moléculas por meio de interagdes hidrofobicas, que
conduzem as moléculas hidrofilicas para formar um ntcleo e uma parte hidrofébica que acaba
formando um involucro orientado para a fase externa do sistema (OELHKE et al., 2014).

Em geral, as PLS possuem certas vantagens em relagdo as emulsdes convencionais,
como o aumento da estabilidade fisica e quimica, a possibilidade de obter maior eficiéncia de
encapsulacdo, controle mais preciso sobre as propriedades de liberagdo dos ativos
encapsulados, possibilidade de producdo em grande escala e esterilizagio (PORPEVIC et al.,

2015).
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3.2.1 Avaliacéo das PLS

3.2.1.1 Avaliagao da Eficiéncia de Encapsulacao (EE%)

A EE (%) das PLS com variagdes nas concentracdes do extrato liofilizado (nucleo)

pode ser acompanhada na Tabela 4. A EE avalia qual o percentual do ativo (extrato liofilizado

de erva-mate) foi incorporado e encontra-se nas PLS.

Tabela 4- EE (%) das microcapsulas com diferentes concentragdes de extrato

Concentrac6es do extrato/nucleo Eficiéncia de Encapsulacdo (EE%)
%
) 5 86,1 +1,14°
10 78,69 + 1,52°
20 95,58 + 0,54*
30 92,48 + 0,54
40 92,73 +0,51"

Os resultados expressam a média = desvio padrio. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente
pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

Extratos liofilizados mais concentrados (20 %, 30 % e 40 %) apresentaram maior
eficiéncia de encapsulacio. Sugerimos que o aumento da EE (%) a medida que a concentragao
do extrato aumentava, ¢ explicada pela diminui¢do da quantidade de agua na mistura. Nas
misturas mais concentradas, a quantidade de agua utilizada na diluicdo era menor, o que pode
ter facilitado as intera¢des hidrofobicas, melhorando a EE (%). Mouri et al. (2014), mostraram
que apos a diluicdo com agua, sua emulsdo tornou-se muito mais estruturada do que o sistema
puro e que os dominios foram melhores definidos apos a adigdo de moléculas de agua. No
entanto, os autores ressaltam que a mudanga de comportamento das emulsdes com acréscimo
de dgua se aproxima da linha de separagdo de fases, neste sentido, sugerimos que o acréscimo
demasiado de dgua torna-se prejudicial para a eficiéncia de microencapsulagcdo de emulsdes.
Como maior concentracdo de extrato representa também maior concentracdo de potencial
antioxidante na PLS, optamos por prosseguir os ensaios utilizando PLS com extrato

liofilizado com 40 % de concentragao.

3.2.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As imagens de FTIR referentes ao extrato liofilizado, encapsulante e PLS estdo



Transmitancia (%)

117

disponiveis na Figura 1.

Figura 1- Sobreposi¢do das analises de FTIR do extrato liofilizado, encapsulante e PLS

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

—— Encapsulante = —— Microcapsula —— Extrato

As PLS apresentam em seu exterior/superficie vibragdes caracteristicas das
moléculas encontradas no agente encapsulante (cera de abelha), o que nos leva a concluir que
o extrato liofilizado encontra-se no interior da cdpsula e o encapsulante na parte externa da
mesma, significando que a microencapsula¢do ocorreu da maneira esperada. A semelhangas
nas bandas encontradas no encapsulante e nas microcapsulas pode ser explicado pelo fato do
FTIR ser um tipo de espectroscopia de absorcao, onde as ligagdes quimicas das substincias
possuem frequéncias de vibragdao especificas, as quais correspondem a niveis de energia da
molécula, no entanto a identificagdo das vibragdes ocorre na superficie da amostra (LEE;
LIONG; JEMAIN, 2017).

O espectro do extrato liofilizado nos permite verificar bandas caracteristica do grupo
funcional hidroxi associado (3235,32 cm™"), grupamento este que pode ser encontrado em agua,
alcoois e compostos fenolicos. Considerando a amostra em questdo, sugere-se que esse pico
seja referente aos compostos fendlicos. Também € possivel perceber a banda caracteristica de
C=C de aromiticos (1595,30 cm™), grupamento encontrado alguns compostos antioxidantes
como alguns acidos fendlicos, por exemplo. Os grupamentos CH3 com deformagao angular eo
grupamento C-O de fenois também podem ser identificados (bandas 1364, 20 cm e 1256,11
cm-1, respectivamente).

Observando o espectro do encapsulante (cera de abelha) verifica-se a banda

caracteristica de C-H alifaticos (2914,77 cm™!), a mesma banda ¢ percebida nas PLS, no
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entanto nao foi identificada no extrato liofilizado de erva-mate. O mesmo acontece com a
banda caracteristica do grupamento de C=0O de aldeidos (1735,07 cm™) e com a banda do

grupamento C=C de aromaticos (1462,98 cm™).
3.2.3 Avaliacéo Morfoldgica

Na Figura 2, encontra-se as imagens da microscopia eletronica de varredura (MEV) do
extrato liofilizado e das microcapsulas e confirma-se a eficiéncia de encapsulagdo do método

utilizado devido a nitida diferenca entre as caracteristicas do extrato e das PLS. As imagens

mostram PLS com formato e superficie irregulares e diferentes tamanhos.

Figura 2 - Microscopia eletronica de varredura do extrato liofilizado (a — 100 vezes de aumento e b — 1200 vezes

de aumento) e das PLS (¢ — 100 vezes de aumento e d-1200 vezes de aumento)

(b)

Fonte: Autor (2018)
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Nossas PLS apresentam superficie rugosa e com caracteristicas de aglomerados,
essas caracteristicas podem ser explicadas pelo método de secagem utilizado. Como PLS
foram secas em temperatura ambiente, a evaporagdo da agua acontecia de forma lenta

resultando em microcépsulas com formato e superficie irregular (MEYAGUSKU, 2014).

3.2.3.1 Anélises de comportamento téermico das PLS

A Figura 3 apresenta o termograma de calorimetria exploratoria diferencial (DSC) do
extrato liofilizado, encapsulante (cera de abelha) e das PLS, respectivamente. A analise de
DSC fornece ainda a temperatura e a entalpia de fusdo das particulas. Os ensaios
correspondentes as temperaturas iniciais, finais, de pico e entalpia das amostras podem ser

acompanhados na Tabela 5.

Figura 3 - Termograma de calorimetria exploratoria diferencial do extrato liofilizado, microcapsulas e agente

encapsulante

DSC
mwW

Encapsulante

PLS

-0.50 )\/

Extrato liofilizado

—

50 100 150 200
Temp [C]

Tabela 5 - Temperaturas dos fluxos de calor das amostras

Amostras Ti°C Tp°C Tf°C AH J/g
Extrato Liofilizado 127,82 132,79 150,01 -3,23
Encapsulante 44,19 55,01 65,81 -12,83
PLS 44,58 55,67 66,48 -9,27

Ti— temperatura incial; Tp — temperatura de pico; Tf — temperatura final; AH — entalpia.

Fonte: Autor (2018)
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As diferengas nos valores entalpia das amostras, sugere que ocorreu um novo arranjo
entre a estrutura do encapsulante e a estrutura do ativo.

As curvas de fusdo para as microcapsulas mostram-se semelhantes as curvas do
encapsulante (Figura 21), bem como a temperatura do pico, sugerido como pico de fusdo
(Tabela 7). Neste sentido, devido as caracteristicas do encapsulante, sugere-se que a
microcapsula possua um ponto de fusao de 55,67 °C garantindo a protecao do ativo até a
temperatura inical do pico 44,58 °C, ndo sendo recomendada sua incorportagdo em matrizes
alimentares que passem por processos de aquecimento e altas temperaturas.

Asumadu-Mensah; Smith; Ribeiro (2013) ressalta que por ser um lipidio complexo,
composto e de cadeia longa uma mesma amostra de cera pode apresentar formas polimorficas
com temperaturas de cristalizacdo diferentes. Miiller; Radtke; Wissing (2002), relataram que o
uso de lipidos compostos tem melhores perspectivas para maior carga de ativos, isto porque
esses lipidios possuem uma maior distancia entre as cadeias de acidos graxos dos glicerideos,
bem como as imperfei¢des no cristal, proporcionando mais espaco para incorporagdo de

compostos ativos.

3.2.3.2 Solubilidade das PLS em agua

A solubilidade calculada caracterizou as PLS com 99,99 + 5.10° % insoltivel em 4gua.
PLS insolaveis em agua possibilitam a aplicagdao e protecdo de ntcleos em meios com alto
teor de agua (PORPEVIC et al., 2015). Neste trabalho, insolubilidade das capsulas em meio
aquoso garante que o nucleo ndo sera liberado no iogurte e que desta forma sua agao

antioxidante s6 acontecera no organismo humano por meio de agdo enzimatica.

3.2.3.3 Avaliacdo do potencial antioxidante do encapsulado protegido por PLS ao logo do
tempo

Os resultados da atividade antioxidante do encapsulado armazenado por 45 dias,

podem ser acompanhados na Figura 4.
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Figura 4 - Potencial antioxidante do encapsulado ao longo do tempo

Atividade Antioxidade
(mmol Trolox/g)

6,00

5,00
1 7 20 30 45

Tempo (d)

Os resultados expressam a média + desvio padrao. Letras diferentes significa que diferem

significativamente pelo Teste Tukey (p < 0,05).
Fonte: Autor (2018)

A microcapsula preservou o potencial antioxidante do extrato microencapsulado ao
longo de 45 dias de armazenamento.

Pedro et al. (2016), utilizaram PLS para microencapsular curcumina e Bazzarelli;
Piacentini; Giorno (2017) utilizaram PLS para microencapsular biofendis, os autores
utilizaram métodos diferentes para formagdo das PLS, porém, ambos, concordaram que PLS
veiculos interessantes de transporte de particulas. Além disso, a literatura mostra que
transportadores protegem o nucleo da degradacdo no trato gastrointestinal, garantindo sua
atividade nos sitios alvos (CHRISTOPHERSEN et al., 2014; ZHANG et al., 2006; ZUR
MUHLEN; SCHWARZ; MEHNERT, 1998).

Considerando nossos resultados, podemos concordar que PLS sdo eficientes na
protecdo de compostos bioativos do extrato de erva-mate, em alimentos liquidos ou pastosos,

ao longo de 45 dias (vida de prateleira de alimentos como iogurtes, por exemplo).

Os antioxidantes protegidos por PLS permanecerdo estaveis durante o armazenamento sob

refrigeragdo até o momento do consumo.
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3.2.3.4 Digestibilidade in vitro

O percentual de acidos graxos livres das PLS nao submetidas a digestibilidade in vitro
foi 7,7 = 0,51% enquanto que o percentual de acidos graxos livres das PLS que passaram pelo
ensaio de digestibilidade foi 33,33 + 0,51%. Esses resultados confirmam que havera o
rompimento das PLS durante o processo de digestdo possibilitando a absor¢do e agdo do
extrato de erva-mate.

Sabe-se que os flavondides e os acidos fenolicos sdo amplamente metabolizados apos
ingestdo, sendo geralmente transformados em metabolitos plasmaticos com menor atividade
antioxidante do que as moléculas precursoras. Estudos que mimetizam o processo de digestao
mostraram que o conteido de compostos bioativos ¢ modificado ao passar pelos varios
compartimentos do trato gastrointestinal como consequéncia de alteracdes de pH, agdes
enzimaticas e atividade metabdlica da microbiota intestinal (BOAVENTURA et al., 2015;
KOEHNLEIN et al., 2016). O fato das PLS de cera de abelha serem estaveis em condi¢des
estomacais, ajuda a garantir que o encapsulado ultrapasse a barreira gastrica sem sobre
modificagdes, o que leva a garantir uma melhor absorc¢ao e a¢do antioxidante quando liberado
nas condigoes intestinais (OBAIDAT; OBAIDAT, 2001; RANJHA; KHAN; NASEEM, 2010).

No entanto, ¢ de suma importancia que no ambiente intestinal, mediante as lipases e
demais condicdes do intestino delgado, ocorra o rompimento das PLS e consequente liberagdo
do encapsulado para que os compostos com potencial antioxidante possam ser absorvidos, e
atingir o alvo fisiolégico numa concentragdo minima que induza o efeito biologico e o

mecanismo de agao.

4, CONCLUSOES

O desenvolvimento de PLS apresenta- se como uma alternativa eficiente para
preservacao do potencial do extrato liofilizado de erva-mate durante o armazenamento,
permitindo que este chegue até seus sitios de absor¢do e exerca sua acdo bioldgica além de ser
uma alternativa para expandir os beneficios antioxidantes dessa planta para outros alimentos e

publicos para além do consumo cultural.
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