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RESUMO

Os compostos presentes na erva-mate sao reconhecidos pelos beneficios a saude, destacando-
se a atividade quimio-preventiva, a inibi¢do do estresse oxidativo, a propulsdo intestinal e o
efeito vasodilatador e colerético. Dentre os compostos bioativos presentes na erva-mate,
destacam-se os alcaloides metilxantinicos, especialmente a cafeina e teobromina, reconhecidos
por suas propriedades estimulantes do sistema nervoso central e os compostos fendlicos, com
acdo antioxidante. Assim, avaliar se a tecnologia de extragao supercritica ¢ efetiva na obtengao
de extratos de folhas, caule e flor de erva-mate, bem como as caracteristicas dos extratos obtidos
foram os principais objetivos deste trabalho. Para isso, as condi¢des de pressao e temperaturas
de extracdo foram otimizadas quanto ao rendimento global (R.), rendimento na taxa de extragao
constante (Rcgr) e tempo de extragdo na taxa constante (tcer) para as folhas de erva-mate. A
pressdo de operagdo do sistema ES-CO» influenciou positivamente na obtengdo de extratos de
folhas de erva-mate. A 32 MPa e 58 °C foi possivel obter 8,78 % de extrato em relagdo a massa
de matéria-prima. Quando aplicada esta condi¢do a caules e flores, obteve-se rendimentos de
extracao de 1,37 % e 2,24%, respectivamente. As cinéticas de extracdo foram avaliadas através
do modelo Spline, que considera trés etapas de extragdo. O modelo ajustou-se adequadamente
aos dados experimentais, apresentando coeficientes de determinagio (R?) superiores a 0,99. Os
tempos da etapa de taxa constante de extracao foram determinados entre 23,7 e 60,6 min, sendo
esta epara responsavel pela obtencdo de cerca 40 % do total de extrato. A quantificagdo e
identificagdo dos extratos foram avaliadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e FTIR. Os principais compostos identificados foram as metilxantinas cafeina e teobromina. Os
extratos de flores, caules e flores apresentaram 35,5 e 5,5 mg/g, 63,9 ¢ 9,6 mg/g e 43,1 ¢ 48
mg/g de cafeina e teobromina, respectivamente. Entretanto, os extratos apresentaram baixa
atividade antioxidante. Em condigdes otimizadas a ES-CO> ¢ uma técnica vidvel para a
obtencdao de extratos de erva-mate especialmente para a extracdo de compostos de média
polaridade, como a cafeina e teobromina, com potencial aplicagao em alimentos, contribuindo
para a valoracao da cadeia produtiva deste produto.

Palavras-chave: Biocompostos; Cafeina; CO»; Extragdo supercritica; Teobromina






ABSTRACT

The compounds present in the yerba mate are recognized for their health benefits, with
emphasis on chemo-preventive activity, inhibition of oxidative stress, intestinal propulsion and
the vasodilator and choleretic effect. Among the bioactive compounds present in yerba mate,
methylxanthine alkaloids, especially caffeine and theobromine, are well known for their central
nervous system stimulating properties and phenolic compounds with antioxidant action. Thus,
to evaluate if the technology of supercritical extraction is effective in obtaining extracts of
leaves, stem and flower of mate, as well as the characteristics of the extracts obtained were the
main objectives of this work. For this, the pressure conditions and extraction temperatures were
optimized for the overall yield (R-), yield at constant extraction rate (Rcer) and time at constant
rate extraction (tcer) for mate leaves. The operating pressure of the ES-CO, system positively
influenced the extraction of extracts of mate leaves. At 32 MPa and 58 ° C it was possible to
obtain 8.78% of extract in relation to the mass of raw material. When this condition was applied
to stems and flowers, extraction yields of 1.37% and 2.24%, respectively, were obtained. The
extraction kinetics were evaluated through the Spline model, which considers three stages of
extraction. The model fitted well to the experimental data, presenting coefficients of
determination (R?) higher than 0.99. The times of the constant rate of extraction stage were
determined between 23.7 and 60.6 min, which was responsible for obtaining about 40% of the
total extract. The quantification and identification of the extracts were evaluated by high
performance liquid chromatography (HPLC) and FTIR. The main compounds identified were
the methylxanthines caffeine and theobromine. The extracts of flowers, stems and flowers
presented 35.5 and 5.5 mg/ g, 63.9 and 9.6 mg / g and 43.1 and 48 mg / g of caffeine and
theobromine, respectively. However, the extracts presented low antioxidant activity. In
optimized conditions, ES-CO; is a viable technique to obtain extracts of yerba mate especially
for the extraction of compounds of medium polarity, such as caffeine and theobromine, with
potential application in food, contributing to the evaluation of the productive chain of this
product.

Keywords: Biocomposites; Caffeine; CO»; Supercritical extraction; Theobromine
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1 INTRODUCAO

A industria de alimentos tem buscado alimentos com caracteristicas funcionais, sendo
que a adi¢ao de biocompostos provenientes de fontes naturais ¢ uma das alternativas. A erva-
mate (Ilex paraguariensis St. Hill) é reconhecida por apresentar propriedades nutricionais e
medicinais, conferindo a espécie um potencial de novas aplicacdes.

A erva-mate ¢ uma importante planta nativa da Argentina, Paraguai, Uruguai e sul do
Brasil. Cerca de 80% da 4rea de ocorréncia esta localizada no Brasil, concentrando-se na regido
Sul, totalizando no ano de 2015 uma produgado de aproximadamente 600 mil toneladas (HECK;
DE MEIJIA, 2007; FIDA MERCOSUR, 2018). A exploracdo econdmica desta planta esta
relacionada ao comércio das folhas para o produto “erva-mate”, principalmente destinado ao
chimarrao e ao tereré (MELLO, 2005) e também na elaboragdo de blends de chés naturais. Para
a elaboracdo da erva-mate ¢ restrita a inclusdo dos frutos e flores, conforme descrito pela
Portaria n° 234 na legislacdo brasileira (BRASIL, 1998). No entanto, para novos produtos,
existem estudos que utilizam outras partes da planta, como o fruto e as flores. Sabe-se que as
mesmas possuem propriedades diferentes daquelas existentes na folha.

Além do chimarrdo e do tereré, as bebidas com erva-mate vem ganhando mercado. A
tecnologia aplicada aos processos de fabricagdo permite manter e até mesmo melhorar a
extracdo de compostos bioativos originarios da planta, tais como, compostos fenolicos,
metilxantinas e saponinas. Estes compostos sdo benéficos a satde, possuindo efeitos
hipocolesterolémicos, hepatoprotetores diuréticos e propriedades antioxidantes (HECK; DE
MEUIA, 2007; RIVELLI et al., 2007, BIXBY et al., 2005; FILIP et al., 2000; GUGLIUCCI;
STHAL, 1995), efeito na melhoria da tolerancia a glicose (KANG et al., 2012; PEREIRA et
al., 2012), efeitos anti-inflamatorios (ARCARI et al., 2009; PIMENTEL et al., 2012), atuando
sobre o sistema de defesa do organismo e prevenindo a aterosclerose e doengas coronariana.
Dessa forma, processos tecnoldgicos que visem a preservacao dos compostos bioativos da erva-
mate sdo estratégias a considerar na busca por outras formas de consumo da matéria-prima.

Para obtencdo de extratos bioativos para a saude humana ¢ necessdrio preservar as
atividades biologicas durante o processamento da matéria-prima. Por este motivo, a qualidade
destas substancias esta ligada ndo s6 a qualidade da matéria-prima, mas também ao processo
de extragao utilizado. Dentre os métodos de obtengao de extratos de erva-mate estdo infusdo a
quente e a frio, decocgao, solido-liquido, solventes organicos e extragao acida (BRAVO et al.,

2014; GNOATTO et al., 2007, SCHUBERT et al., 2006). Entretanto, estes métodos possuem
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limitagdes como residuos indesejaveis de solvente no extrato e a obtencdo de compostos
indesejaveis no produto, perda da fungdo biologica e degradacdo quimica.

A tecnologia de extragcdo supercritica representa uma alternativa aos processos de
extragdo existentes. A maior seletividade em relagdo a alguns compostos e obtengdo de extratos
livres de solvente sdo as principais vantagens desta tecnologia. Os fluidos em estado
supercritico possuem propriedades semelhantes a gases como de difusao, viscosidade e tensao
superficial, enquanto que a densidades e poder de solvatacdo sdo semelhantes a dos liquidos
(LIMA; CHARALAMPOPOULOS; CHATZIFRAGKOU, 2018). Estas caracteristicas elevam
as taxas de extragdo, pois a maior massa especifica dos fluidos confere maior poder de
solvatacdo, enquanto que a menor viscosidade combinados com a maior difusividade fornecem
alto poder de penetragdo na matriz s6lida (AGHEL et al., 2004; TSAO; DENG, 2004).

A taxa de extragdo e o rendimento de processo da tecnologia supercritica dependem das
condig¢des de operagdo, tais como a temperatura, a pressao, a vazao de solvente e os parametros
geométricos do equipamento. Assim, o estudo do comportamento destes parametros de
processo, aliado a avaliacdo da qualidade dos extratos, auxilia na otimiza¢do da extragdo com
fluido supercritico. Os extratos obtidos por tecnologia supercritica com CO; sdo considerados
naturais e t€ém permissao para aplicagdo em alimentos, uma vez que apresentam “status GRAS
(Generelly Reconized As Safe)”. Além disso, o alto gradiente de pressdo entre a coluna de
extracdo e a saida do extrator pode produzir extratos livres de micro-organismos e esporos, com
maior vida util quando comparados aos extratos obtidos por processos a baixa pressao (DIAZ-
REINOSO et al, 2006).

Desta forma, este trabalho tem por objetivo verificar se a tecnologia de extracdo
supercritica com CO» pode ser uma alternativa a cadeia produtiva de erva—mate para a obtencao
de extratos de folhas, caules e flores erva-mate, avaliando a presenca de compostos bioativos
relacionados a saude humana. Os objetivos especificos do presente trabalho sdo:

a) avaliar os efeitos da temperatura e pressdao do sistema supercritico sobre os rendimentos dos
extratos;

b) otimizar o processo quanto a a pressao e temperatura de extragdo supercritica com CO; para
as folhas de erva-mate em relacao ao rendimento de extrato e taxas de extracao;

c) analisar as cinéticas de extracdo através de modelos empiricos aplicados a processo
dindmico;

d) aplicar e comparar as condigdes otimizados de extracdo supercritica aos caules e flores de

erva-mate;
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e) caracterizar os extratos obtidos quanto a presenca de compostos bioativos e potencial

antioxidante.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EXTRACAO SUPERCRITICA

A extracdo supercritica ou extragdo com fluido supercritico pode ser definida como uma
operacao de solubilizagdao de determinados compostos de uma matriz, so6lida ou liquida, por um
solvente em condigdes supercriticas. Um solvente ou substancia pura ¢ considerado em estado
supercritico quando este se encontra com pressdo e temperatura acima dos valores criticos (Pc
e Tc) (BRUNNER, 1994).

A extragdo supercritica ¢ um método de separacdo e purificacdo que tem sido
amplamente utilizado na extragdo de principios ativos presentes em plantas. Devido a varias
caracteristicas distintas, tais como a facilidade de recuperagado do soluto, reciclagem do solvente
com a simples manipulacdo de temperatura e/ou pressdo. E a possibilidade de direcionar a
separacao pela escolha a priori das condi¢des termodindmicas de temperatura e/ou a pressao
aumenta a sintonia do poder de solvéncia do fluido usado na extragdo, sem os riscos de deixar
residuos indesejaveis e/ou degradar termicamente os produtos obtidos (MOHAMED, 1997).

As propriedades dos fluidos no estado supercritico englobam as vantagens dos fluidos
nas fases liquida e vapor, simultaneamente, no que se refere a solubilidade e aos aspectos
relacionados as propriedades de transporte, mais especifico o alto poder de solvatacdo de um
liquido e a baixa viscosidade de um gas. A solubilidade de um soluto num solvente ¢ governada
pelas forcas intermoleculares entre moléculas envolvidas, que faz com que o solvente se
comporte como uma fase extremamente movel, capaz de se misturar rapidamente com outras
substancias, reduzindo os tempos de processamento (Tabela 1). Os coeficientes de difusdao dos
solutos sdo maiores em fluidos supercriticos que nos liquidos, porém é menor que nos gases,
entdo a transferéncia de massa ¢ mais rapida em fluidos supercriticos que em fases moéveis

liquidas (BRENNECKE; ECKERT, 1989, CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001).

Tabela 1-Ordens de grandeza das propriedades termo fisicas dos fluidos supercriticos

Estado Densidade Viscosidade Coeficiente de
(kg.m™) (N.s.m?) difusao (m?s™)
Gasoso 1-100 1075-10+ 1075-10
Fluido Supercritico 250-800 104-103 1078-10~7
Liquido 800-1200 103102 10°-10®

Fonte: Taylor (1996)
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Esta interagdo soluto/solvente ¢ fortemente promovida pela proximidade entre as
moléculas e, portanto, pela densidade da fase fluida. A densidade pode ser alterada pela
variagdo da pressdo e/ou temperatura, passando de valores tipicos da densidade de um gas para
valores caracteristicos de liquido. Perto do ponto critico, um pequeno acréscimo na pressao
aumenta substancialmente a densidade e consequentemente, o fluido apresenta uma nova
caracteristica como solvente (ROSA; MEIRELES, 2009; BRUN et al, 2012). Variacdes
expressivas das propriedades do solvente tém sido obtidas para um unico fluido supercritico
somente com alteracdes na densidade (SUN et al., 2002).

O uso da extra¢do com fluido supercritico e, em particular com o dioxido de carbono
supercritico, € uma alternativa interessante devido as vantagens que apresenta (Figura 1).
Apresenta baixo custo, quando comparado aos demais solventes, sdo fluidos inertes, nao-
toxicos, ndo-inflaméveis, ndo-agressivos a0 meio ambiente e com parametros criticos baixos
(temperatura 31 °C ¢ pressdo de 73,8 kPa). E encontrado no mercado em estado de alta pureza,
e ainda, possui facilidade de recuperacao do soluto e reciclagem do solvente. Uma desvantagem
do uso de CO> como solvente € que ele € apolar, assim para analitos polares recomenda-se o
uso de um cossolvente, como por exemplo o etanol (BERNA et al., 2000, BECKMAN, 2004;
DIAZ-REINOSO et al., 2006; ANDREO; JORGE, 2006; ISASF, 2017).

Figura 1-Diagrama de fases do fluido supercritico com diéxido de carbono
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Fonte: Adaptado de ISASF (2017)



28

Alguns dos aspectos que restringem o uso dos demais solventes, presentes na Tabela 2,
em processos de extracdo supercritica, como o clorofluorcarbono causam destruicdo da camada
de ozonio; o 6xido de nitrogénio apresenta tendéncia a decomposicao espontanea sob certas
condi¢des, o que torna sua aplicacdo em processos industriais pouco recomendavel; o propano
pode formar misturas explosivas com o ar sob certas condi¢des; o custo do xenonio € proibitivo
em escala industrial; fluidos altamente polares como NH3, HCI, SO; sdo toxicos e reativos,
limitando seus usos na condi¢do de cossolventes e a agua tem as propriedades criticas muito

elevadas e em condi¢des supercriticas ¢ altamente oxidante (TAYLOR, 1996).

Tabela 2-Solventes utilizados em processos de extragdo supercritica

Solvente Te (°C) P. (kPa)
Xenonio 16,6 57,6
Trifluormetano 259 46,9
Clorotrifluormetano 29,0 38,7
Dio6xido de Carbono 31,0 73,8
Monoxido de Nitrogénio 36,5 71,7
Sulfeto de Hexafluor 45,5 37,1
Clorodiflourmetano 96,4 48,5
Propano 96,8 42.4
Amonia 132,4 111,3
Tricloro flior metano 198.0 43,5
Agua 374,0 217,7

Fonte: Taylor (1996)

Embora os fluidos pressurizados em condig¢des criticas sejam atraentes para diferentes
aplicagdes, existe uma barreira técnica em funcio de sua baixa forca como solvente em relagao
a compostos de alto peso molecular. Com o avango tecnologico, na area de novos materiais a
utilizacdo de cossolvente associada ao processo gera uma mudang¢a neste cenario
(CAPELETTO et al., 2010; BIMAKR et al., 2011).

Na extracdo, as moléculas polares sdo pouco solubilizadas no CO, supercritico e dessa
forma, seu rendimento de extragdo ¢ baixo. Para aumentar o rendimento da extracao de
moléculas polares podem ser utilizados cossolventes além do solvente, os quais devem ser
adicionados apenas em pequenas quantidades (5 a 20% em massa), atribuido ao aumento da
solubilidade devido a acdo conjunta dos componentes, ainda ¢ considerado um processo
ecologicamente correto pois, ndo ha necessidade de purificagdo posterior com o uso de etanol
e o metanol como cossolvente (TING et al.,1993; DAINTREE; KORDIKOWSKI; YORK,
2008; DALMOLIN et al., 2010; GIL-CHAVEZ et al., 2013). A presenca de etanol afeta
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positivamente a extragcdo de polifenois, pois estd relacionada com as interagdes covalentes
(ligacdes de hidrogénio) e dipolo-dipolo que aumentam a solubilidade dos compostos fenolicos,
modificando a polaridade do sistema de extracdo (SERRA et al., 2010).

SILVA (2013) afirma que:

“O processo de extragdo supercritica com CO; ocorre em duas etapas: extracdo dos
componentes soliveis da matriz sélida para o solvente supercritico e separacdo do
extrato do solvente (RAVENTOS, DUARTE; ALARCON, 2002; MARTINEZ;
VANCE, 2008). Para a primeira etapa, o CO, supercritico ¢ manipulado em termos de
pressdo e temperatura, com o objetivo de encontrar o ponto onde ha maior poder de
solvatag@o para a substancia desejada. O fluido entra no extrator e escoa por todo seu
volume extraindo o soluto. No final da coluna do extrator sai a mistura solvente/soluto
que segue para a segunda etapa. Na separagdo, a pressao ¢ reduzida para um valor
abaixo do ponto critico. Desta forma, o solvente vai para o estado gasoso, onde seu
poder de solvatagao € baixo e por consequéncia o soluto ¢ precipitado. Assim, o soluto
¢ coletado e o gas ¢é recuperado e redirecionado para o reciclo (Figura 2). Apds a etapa
de separagdo o CO,, agora gas, ¢ condensado, pela diminuicdo da temperatura.
Posteriormente, o agora liquido CO,, tem sua pressao aumentada para acima do ponto
critico (porém temperatura ainda abaixo da critica) por uma bomba. O estado
supercritico para o processo de extracdo ¢ alcangado pela passagem do fluido no
aquecedor que aumenta sua temperatura até a escolhida para a extragdo (ROSA,;
MEIRELES, 2009) *.

Figura 2-Diagrama do processo de extragdo com fluido supercritico
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Fonte: Adaptado de Rosa; Meireles (2009)

Entdo os paradmetros que afetam o processo de extracao supercritica podem ser divididos
em dois grupos principais. O primeiro grupo inclui caracteristicas especificas do material, como
massa especifica, superficie especifica, didmetro do poro, porosidade, geometria e teor de
umidade. O segundo grupo inclui parametros do processo como pressao e temperatura de

extragdo, vazdo do solvente e pressdo de separagio (MARTINEZ; VANCE, 2008).
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2.2  COMPOSTOS BIOATIVOS PRESENTES NA ERVA-MATE

As plantas de erva-mate produzem compostos quimicos através de processos metabdlitos
primarios e secundarios, conforme a Figura 3. Os processos primarios sdo responsaveis pela
sobrevivéncia do vegetal, permitindo a ocorréncia de processos essenciais como a fotossintese
e arespiragdo. Os secundarios estdo relacionados a adaptagao e propagacao da planta, associado
ao processo de assimilagdo de nutrientes, transporte de solutos ou sintese de proteinas,
carboidratos ou lipideos, sendo responsaveis pela defesa contra herbivoros e microrganismos;
protecao contra raios UV e producao de cor e aroma para atrair insetos polinizadores ou animais
que espalham seus frutos. Nem todos os metabdlitos secundarios sao encontrados em todas as
partes da erva-mate. Eles sdo sintetizados em pequenas quantidades, e ndo de forma
generalizada, acumulando-se em todas as partes das plantas (raizes, caules, folhas, flores e

frutos) (RAVEN; EVERT; EEICHHORN, 2001; GARCIA; CARRIL, 2009).

Figura 3-Elementos bésicos do metabolismo primdrio e secundario da erva-mate e origem de
alguns compostos bioativos

CO2 + H20

METABOLISMO METABOLISMO
SECUNDARIO } SECUNDARIO

Fotosintese

Hyo,H
Fenilpropanoides Glucona  — Carboidratos |\/‘\O° »
e HO” i
‘ Flavonmdes J ! i S on
Unidades v Acido Clorogén?g'o
OH J NH, constituintes g
Fenlllalamlna Y o - o o - Compostos
Acido = Acidos graxos L —'{ ’ po |
Siquimico Lipl'deos HO OH 7&@0057
Amdo i orm—l T Acido Melénico s T
antrapilica b Nz AR erpenos
Tirosina Aminoacidos —] Acetil -CoA HO,\B"\)LOH—- Caroter'soides
[ " . Acido Mevalénico - Esterdides
Alcaloides
Cafe[na Teobromina Acidos Ciclo do acido
o cu. i yii i 2 P ——
> nucléicos citrico " & Clorofilas ‘
H
D)\ f ’——’OA\N N’ : NH7'3 Nt _ citocromos
| s
CHs Acido Glutdmico
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Os compostos presentes em extratos da erva-mate trazem beneficios a satde, destacando

atividade quimio-preventivas (prevenc¢ao de dano celular causado por doencas cronicas),
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inibi¢do da glicacdo, inibicdo do estresse oxidativo, efeito colerético (aumento do fluxo biliar)
e propulsdo intestinal e efeito vasodilatador (GOSMANN et al., 2012).

Dentre os compostos bioativos presentes na erva-mate, destacam-se os alcaloides
metilxantinicos, especialmente a cafeina e teobromina, reconhecidos por suas propriedades
estimulantes do sistema nervoso central (FILIP et al., 1998; BLUMENTHAL; GOLDVERG;
BRIMCKMANN, 2000; ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000; DERMARDEROSIAN,
2001; VIEIRA et al., 2010), compostos fendlicos, com acdo antioxidante (CHANDRA; DE
MEIJIA, 2004; BERTE, 2011) ¢ um conteado menor de flavonoides, tais como quercetina,
rutina e kaempferol (FILIP ez al., 2001; COELHO et al., 2010; BRACESCO, 2011; SOUZA et
al., 2011), e entre os carotenoides a luteina, que faz parte da composi¢ao da retina humana

(Tabela 3) (SILVEIRA et al., 2016).

Tabela 3- Concentragdo dos principais compostos bioativos presentes na erva-mate (as faixas
de valores referem-se a diferentes trabalhos, de plantas de diferentes variedades e tratos
culturais, bem como diferentes métodos de extracao)

Parte da planta Classe Composto Quantidade(%)*
Metilxantinas Cafeina®>¢"2" 0,4-5
Teobromina*>7~ 0,2-0,5
Taninos' 0,45-0,57
Acido clorogénico’-% 0,6-1,8
Acido cafeico’® 0,033
Holhas Polifendis Acido di- 0,16
cafeiolquinico
Acido cafeoilquinico’ 4,3-4,7
Acido ferrulico’ 0,015-0,53
Rutina’? 0,98-1,21
Saponinas!® Saponinas!® 1,2

*QOs valores citados referem-se aos maiores valores obtidos por diferentes técnicas de extragdo nas respectivas referencias:
"Donaduzzi et al. (2003), *Frizon et al. (2015), *Bravo, Goya; Lecumberri. (2007), *Athayde et al. (2000) *Coelho et al. (2007),
%Gnoatto et al. (2007), "Isolabella et al. (2010), $Turner et al. (2011), °Dartora et al. (2011), °Puangpraphant; Berhow; Mejia
(2011).

Fonte: Autor (2019)

O processamento industrial da erva-mate envolve diferentes fases. As folhas e caules
verdes s3o submetidos a inativagdo térmica (sapeco), secagem e envelhecimento for¢ado ou
natural e moagem (cancheamento). Estes processos podem alterar a composi¢ao dos compostos
bioativos durante e apos os estagios, onde o contetido de compostos fenolicos ¢ maior, enquanto

que xantinas decrescem, quando comparados com folhas in natura (DARTORA et al., 2011).
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A atividade antioxidante da erva-mate ¢ devido a presenca dos compostos fenolicos,
sendo que o potencial da atividade antioxidante ndo depende somente da quantidade, mas
também do tipo destes compostos (VIEIRA ef al., 2010). Os principais polifenois presentes na
erva-mate sdo os derivados de cafedleo (&cidos clorogénico, 3,5-dicafeoilquinico, 4,5-
dicafeoilquinico e 3.,4-dicafeoilquinico) e acido cafeico (HECK; DE MEIJIA, 2007,
DARTORA et al., 2011). Os derivados do acido dicafeoilquinico tém sido relacionados com
varios efeitos biologicos benéficos (redutor do colesterol, anti-mutagénico, anti-inflamatorio e
antiviral).

Macedo et al. (2011) mostraram que a adi¢ao da enzima tanase no extrato erva-mate,
antes e apos a reagao de biotransformagao enzimatica catalisada pela tanase, provou o aumento
o poder antioxidante pelo 4acido clorogénico em 43%. Assim, 0s autores sugerem que a enzima
foi capaz de proteger o 4cido clorogénico e que os produtos dessa reagdo contribuiram para o
aumento do poder antioxidante desta bebida.

A infusdo de erva-mate contém diferentes compostos de interesse industrial, como por
exemplo o fitol, o esqualeno, as vitaminas (A, C e E), o estigmasterol, destacando-se pelas
diversas  propriedades  diuréticas, antioxidantes, estimulantes, anti-inflamatorias,
antirreumaticas e tonicas (GIRARDI, 2010). Também contém saponinas, que sao responsaveis
pela espuma vista quando a agua é adicionada ao mate. Estudos in vitro realizados por
Puangpraphant; Berhow; Mejia (2011) mostraram que as saponinas presentes em folhas de
erva-mate impedem inflamacao e cancer de célon.

A peroxidase ¢ uma importante enzima das plantas. A importancia da polifenol oxidase
se destaca, por apresentar a propriedade de oxidar compostos fenolicos. Os compostos fenolicos
sdo os substratos utilizados pelas enzimas peroxidase e polifenol oxidase. O produto da
oxidagdo destas enzimas, sao considerados como potentes bactericidas e fungicidas (ZHENG-
CUIMING et al., 1999). Schinella et al. (2000) estimularam o estresse oxidativo, rompendo a
estrutura celular, obtendo atividade de peroxidase relacionada a concentragdo do polifendis no
extrato erva-mate comercial.

Os frutos da erva-mate destacam-se pelo seu potencial antioxidante. O fruto
amadurecido, de coloragdo vermelha, possui compostos fendlicos, como as antocianinas.
Segundo Fernandes et al. (2016) extratos etandlico acidificados de frutos de erva-mate foram
capazes de provocar uma reducdo de 36% e 42% dos niveis séricos de colesterol total e

triglicerideos.
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Bravo et al. (2014) verificaram que extratos etanolico acidificados de produtos
comerciais de erva-mate foram capazer de reduzir glicerideos totais, colesterol toal e LDL, de
ratos.

Os polissacarideos também sdo encontrados na planta. Segundo Maria-Ferreira et al.,
(2013) a administracdo oral de polissacarideos de erva-mate, inibiu as lesdes gastricas induzidas
em ratos. Os dados indicam o papel terapéutico dos polissacarideos contra a lesdo gastrica, €
propdem seu uso ou de seu extrato vegetal bruto de erva-mate como um fitoterapico.

A luteina, uma substancia pertencente ao grupo das xantofilas, representa o principal
carotenoide presente nas folhas de erva-mate (LORANTY et al., 2010) e ¢ especialmente
importante por fazer parte da composicdo da retina humana (TANAKA; SHNIMIZU;
MORIWAKI, 2012). A luteina esta presente em extratos aquosos de diferentes tipos comerciais
de erva-mate. Segundo Silveira et al. (2016), destacam que a erva-mate moida grossa
apresentou a maior quantidade do composto, quando comparada a erva-mate comercial
tradicional e a erva-mate para tereré. Ainda, foi verificado que com o aumento da temperatura
da 4gua para preparar o chimarrdo favorece na migracdo da luteina, aumentando assim em
aproximadamente 50% o contetido presente no extrato ingerido pelos consumidores.

Comparando trabalhos de Filip et al. (2009) e Peres et al. (2013), € possivel verificar
que a concentragdo dos pigmentos responsaveis pela cor (rutina e derivados do cafeiol) variam
de acordo com a parte da planta estudada, a estagdo do ano e processamento aplicado. Em
relagdo a composicdo quimica, quando a planta ¢ sujeita ao processo de beneficiamento
(sapeco), foi identificado variagdes como por exemplo para um derivado do cafeiol variacao de
238-289 g de 4,5-diCQA / mL para erva-mate comercial. J& os compostos norisoprendides,
que sdo potencialmente responsaveis pelo aroma caracteristico especial da erva-matee seus
niveis apresentam a funcdo de sinalizar a erva-mate de diferentes regides e etapas de

processamento.

2.3 METODOS DE OBTENCAO DE EXTRATOS DE ERVA-MATE

A extracdo ¢ uma técnica de separagdo baseada nos diferentes graus de solubilidade dos
constituintes (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2000). Na escolha de um método
extrativo, deve-se avaliar a eficiéncia, a estabilidade das substiancias extraidas, a
disponibilidade dos meios e o custo do processo, considerando a finalidade do extrato que se

quer obter.
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A extragdo ¢ uma operacao na qual compostos de interesse sdo retirados de uma matriz
vegetal, influenciada por fatores como o tempo, a pressao e a temperatura, vazao de solvente,
agitacdo, tamanho das particulas do vegetal e a propor¢ado entre o que se deseja extrair (soluto)
e o solvente (GERKE et al, 2017). Outros fatores também podem interferir significativamente
no rendimento final, como principalmente o tipo da matriz envolvida. A variagao destes fatores,
determina a quantidade e qualidade final do extrato (WETTASINGHE; SHAHIDI, 1999;
CACACE; MAZZA, 2003; ASHURST, 2005; REVERCHON; DE MARCO, 2006; BUCIC-
KOJIC et al.,, 2007, GERKE, 2017). A Figura 4, apresenta um diagrama ilustrativo dos métodos
de extragdo de compostos bioativos em plantas, em especial os observados para extratos de

erva-mate.

Figura 4-M¢étodos de extracdo para obtencdo de biocompostos de plantas
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Fonte: Autor (2019)

A extragdo solido-liquido ¢ uma operacdo de transferéncia de massa que envolve
diversos fendmenos. O processo inicia com a entrada do solvente para o interior do so6lido, logo
depois ocorre a difusdo da solugdo rica no soluto para a interface soélido-liquido e, entdo, a
passagem desta solucao da superficie do sélido para a fase liquida por conveccao (PRICE;
SPITZER, 1993; JENSEN; ZANOELO, 2012).

De todas as varidveis do processo, o tamanho das particulas da matriz vegetal é, na

maioria dos casos, a que mais interfere no rendimento. A diminuig¢do do tamanho de particulas
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facilita o acesso do solvente de extracao até o soluto, reduzindo as limitacdes de transferéncia
de massa, e estd associada a uma quebra da parede celular e a facilidade em melhorar a difusdo
no soluto (LAROZE et al., 2010).

O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade e uma redugdo na
viscosidade dos solventes, fazendo que com eles penetrem com maior facilidade na matriz
vegetal e, com isso, melhore o processo de transferéncia de massa. Entretanto, o incremento da
temperatura ndo ¢ adequado quando as substancias de interesse possuem instabilidade térmica,
como pode ser o caso de muitos compostos bioativos. Por exemplo, compostos responsaveis
pelo sabor, como linalol, sao oxidados durante a secagem da erva-mate (FILIP ez al., 2009). Ja
a desidratacdo da planta e o processo de extracdo, afetam na estabilidade dos compostos
fenodlicos, pela degradacdo quimica e enzimatica e também pela volatilizacdo dos compostos.
A decomposicdo térmica tem sido considerada como a principal causa de reducao do teor de
fenois, posto que, o teor fendlico total diminui com o aumento da temperatura (MOLIN et al.,
2014).

O tempo de extragdo varia em funcdo da rigidez dos tecidos do material vegetal e da
natureza das substancias a extrair. E a agitacdo influencia diretamente na reduc¢do do tempo de
extragdo, como agente acelerador, por exemplo. Considerando que um o processo de extragao
depende de fendmenos de difusdo e, que a renovagao do solvente em contato com as substancias
a dissolver seja constante, quanto maior o fluxo de solvente maior a taxa de extracdo. Assim,
tempo e agitacdo influenciam na velocidade da difusdo (FALKENBERG; SANTOS; SIMOES,
2000).

A escolha entre os tipos de extragdo estd intimamente ligada aos objetivos da mesma.
Se o interesse esta no aproveitamento de solidos, para fins industriais, prefere-se métodos que
fornecam maior quantidade de materias e, portanto, processos mais rigorosos € intensivos de
extracdo. Geralmente, métodos convencionais sdo empregados utilizando uma grande
quantidade de solvente que, além de possuirem gasto energético para a separacdo das fases, a
manipulacdo de grandes quantidades de solventes poluidores pode representar uma dificuldade
adicional para o controle ambiental, seja da qualidade do ar, dos efluentes liquidos ou rejeitos
solidos (LUZ, 1998; BRAGA, 2005).

Analisando os trabalhos de Schubert ez al. (2006) e Gnoatto ef al. (2007) observa-se que
a eficiéncia da extragdo de metilxantinas da erva-mate depende da sua solubilidade nos
solventes empregados. Utilizando dgua como solvente, a extracdo por decoc¢do mostrou-se
mais eficiente que a extragdo quando convencional por Soxhlet. No entanto, melhores

rendimentos de metilxantinas foram obtidos conjugando o método de extragdo com pré-
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tratamento dcido e por decoccdo. A utilizagdo de solugdo acida leva a protonacao das moléculas
de cafeina e teobromina, proporcionando um aumento na solubilidade em 4gua de ambas as
moléculas, a qual ¢ incrementada pela elevacdo da temperatura. A Tabela 4, por sua vez,
apresenta um resumo de aplicagdes de diferentes métodos de extragdo para a obtengdo de
biocompostos de erva-mate. Para a obtencao destes extratos sdo utilizados solventes organicos
(tetracloreto de carbono, diclorometano, cloroférmio, isopropanol), e/ou solugdes aquosas

(alcalinas ou acidas).
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Tabela 4- Diferentes técnicas de extracdo verificadas na literatura para a obteng¢ao de biocompostos da erva-mate

- . Mé . . . ~ A .
Matéria Prima Ef(tt(:'(aigﬁ((i)e Tipo de solvente Biocompostos Quantificacio extratos Referéncias
) Acido cafeico 1,65- 1,73 mg/g
Acido cafeoilquinico 43,38- 47,57 mg/g
Erva-mate ~ ‘ Acido ferruloilquinico 0,15- 0,53 mg/g
comercial Infusdo Agua Acido Di-tricafeoilquinico 30,65- 30,92 mg/g Bravo et al., 2014
hidroxicinamoilquinico 0,52- 1,05 mg/g
Flavonoides 4,73- 5,01 mg/g
Rutina 40 mg/L
g r ‘ Teobromina 639,8 mg/L
Folhas Soélido-liquido Agua Acido Clorogénico 103.6 mg/L Gerke et al., 2017
5-0-écido cafeoilquinico 449,2 mg/L
Antocianinas 17,52 mg /g
. 100,98 mg/ g
Flavonoides
o . 15,72mg/ g
Acido cafeico
. 1591 mg/g
. Quercitrina 13,58 mg / Fernandes et a/
Frutos Soélido-Liquido Etanol (70%)/agua (30%) Acido clorogénico ’ g/ 8 v
, 8,04mg/g 2016
Cafeina
C i1 5,39mg/g
Acido galico
. 2,56mg/ g
Teobromina 5 17me /
Catequina ’ &8
Antocianinas 43,79 mg /g
. 12294 mg/ g
Flavonoides
c ) 21,49 mg/ g
Acido cafeico
. 1896 mg/ g
. Quercitrina 15,85 mg / Fernandes et al
Frutos Sélido-Liquido Etanol/HCI (2%) Acido clorogénico ’ £/8 N
. 8,11mg/g 2016
Cafeina
C 1 6,0lmg/g
Acido galico
Teobromina 4,06 mg /g
24l mg/g

Catequina




Compostos Fenolicos Totais 0,09EAG/g
Antioxidantes -DPPH 13,46 1Cso mg/mL
Frutos Supercritica CO, Cafeina 54,17 mg/L Fernarzlgis;t al,
Teobromina 0,93 mg/L
Acido Palmitico 6,04 mg/L
Compostos Fenolicos Totais 0,093 EAG/g
Propano Antioxidantes -DPPH 20,14 ICso mg/mL Fernandes ef al
Frutos Supercritica p Cafeina 163,28 mg/L 2017 v
Teobromina 2,45 mg/L
Acido Palmitico 11,34 mg/L
o Cafeina 58,95 -350,94 mg/g Esmelindro et al.,
Folhas Supercritica CO; Teobromina 0,312 — 4,14 mg/g 2004
Folhas Supercritica CO, Cafemg 177 mg/g Cassel et al., 2010
Teobromina 1,4 mg/g

Fonte: Autor (2019)
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Faggion et al. (2017), investigaram a influéncia da agitag@o sobre a extragdo em folhas
de erva-mate dispersas em dgua. A cinética da extragdo indicou que a transferéncia de soluto ¢
controlada por difusdo para velocidades de agitacao igual ou superior a 500 rpm, enquanto que
resultados opostos, para velocidades de agitagao abaixo de 500 rpm, sugerem a importancia das
resisténcias convectivas e difusivas no mecanismo de transporte de massa. A tendéncia global
na busca por tecnologias menos agressivas ao meio ambiente, tem impulsionado os estudos e
aplicagdes industriais de tecnologias envolvendo fluidos supercriticos, uma vez que a maioria
de suas aplicagdes pode utilizar como solventes substancias inofensivas ao meio-ambiente e a
saude (PERRUT, 2001).

O CO; supercritico € mais apropriado como solvente nas extragdes de compostos de alto
valor agregado provenientes de produtos naturais. Devido a sua caracteristica apolar, ¢ mais
indicado adequado para a extra¢do de antioxidantes como carotenoides e outros relativamente
lipofilicos. No caso dos antioxidantes polifenolicos, com caracteristicas polares e
consequentemente menos soliveis no CO», € necessario o uso de cossolventes a fim de melhorar
o processo de extragdo (TSAO; DENG, 2004; DIAZ-REINOSO et al., 2006).

Cardozo Junior et al. (2003) investigaram o grupo de compostos presentes em erva-
mate, as metilxantinas, com predominancia de cafeina, teobromina e tragos de teofilina. Como
forma alternativa de obtenc¢ao das metilxantinas utilizaram a extracao por fluido supercritico.
Os teores médios de metilxantinas, correspondendo a soma de cafeina e teobromina, foram de
8,906 - 19,112 mg/100 g de extrato de diferentes progénies de erva-mate do estado do Parana.
Esta extragdo caracteriza-se pela obtengdo de produtos de elevada qualidade, sem as
inconveniéncias de residuos de solventes e alteragdes nas propriedades do extrato presente na
extragdo convencional.

Fernandes et al. (2017) realizaram a extragdo de compostos bioativos de frutos de erva-
mate, e obtiveram como biocomposto principal a cafeina com 163,28 mg/g por extragdo com
COy supercritico e 54,17 mg/g por extracdo com propano pressurizados. A atividade
antioxidante mais eficiente foi para o extrato supercritico usando COz. O rendimento total de
extrato com solvente CO; apresentou-se inferior ao propano, mas resultou em um extrato 66%
mais concentrado em cafeina, sobressaindo a qualidade do extrato supercritico de erva-mate.

Vieitez, et al. (2018) obtiveram extratos com CO: supercritico de boldo (Peumus
boldus), cedro (Aloysia citrodora), coniferas (Maytenus ilicifolia), erva-mate (llex
paraguariensis) e pitanga (Eugenia uniflora) que mostrou um efeito antioxidante positivo,
embora tenha sido menor do que expressa por alecrim ou antioxidantes sintéticos, obtidos em

diferentes condicdes de extragdo. O rendimento dos extratos com extragdao supercritica com
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CO; para todas as matrizes vegetais em temperatura de 50°C em pressoes de 30 e 40 MPa sem
o uso de cossolvente variaram de 0,8% a 2,8% e apresentaram presenga de fenolicos de 11,9-
45,2 mg GAE/g extrato.

Grujic, et al. (2012) desenvolveram e validaram uma metodologia para HPLC para
identificacdo de &cido clorogénico (5-CQA) e posterior utilizaram alta pressdo com CO> para
extracao de folhas de erva-mate em diferentes pressoes (5-10 MPa) e com adigao do cossolvente
etanol (40, 50 e 60%). O solvente de extracdo mais eficiente foi CO; liquido com etanol aquoso
(40%) utilizando uma pressao de extragdo de 100 bar.

Cassel et al. (2010) realizaram extracoes de llex paraguariensis St. Hil.- folhas com
COg supercritico obtiveram rendimento méaximo de 1 % na temperatura de 40 °C para todas as
pressoes (12, 15, 17 e 20 MPa). O efeito da pressao de extracao foi menos pronunciado, o que
pode ser explicado pelo fato de que existe uma forte variacdo na densidade na vizinhanga do
ponto critico de CO2 (PERRUT et al., 1997).

A tecnologia supercritica representa uma técnica de extracdo que busca o aumento da
qualidade através da exploracdo da seletividade do processo (FRANCA et al, 1999;
BRUNNER, 1994).

As técnicas auxiliares a extragdo sdo alternativas quando combinadas aos processos
convencionais. Por exemplo, o método de preparacdo da matéria-prima para a obtencdo de
extrato, influencia a preservagdo do biocomposto de interesse bem como aumenta a quantidade
de extrato obtido. Segundo Isolabella et al. (2010) a decoccao associada a liofilizagao melhorou
em 4 vezes os teores de solidos soltveis em folhas secas de erva-mate do que o do extrato
preparado com folhas in natura. Isso pode ocorrer devido a ruptura celular e mecanica durante
0 processamento.

As extragdes assistidas por ultrassom vém sendo aplicadas para obtencdo de diversos
compostos bioativos como antioxidantes (SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2010), oleo
essencial (BENELLI ef al,, 2010), ginsenosideos (LUO; QIU; LU, 2007), entre outros (TOMA
et al., 2001). O ultrasom utiliza ondas em torno de 20 kHz, cuja a frequéncia ¢ acima da
sensibilidade da audi¢gdo humana (HALLIDAY; RESNICK; WALKER, 2012). Os efeitos
causados pelas ondas ultrassonicas na matéria sao os ciclos de compressao e expansao durante
a propagacdo da onda. A melhoria da eficiéncia de extracdo de compostos organicos ¢ atribuida
ao fendmeno de cavitagdo produzido no solvente pela passagem de ondas ultrassonicas
(WANG; WELLER, 2006; ROSTAGNO et al., 2009).

A frequéncia do ultrassom exerce influéncia significante sobre o rendimento e cinética

de extragdo. Entretanto, esta influéncia ¢ dependente da estrutura do material e do composto a
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ser extraido (WANG; WELLER, 2006; TAKEUCHI et al., 2009). Entre os sistemas de
ultrassom usados, o mais comum ¢ o banho ultrassonico, o qual surgiu inicialmente para fins
de limpeza. Embora este seja um método simples e de facil utilizagdo, apresenta como
desvantagem o aquecimento do fluido que circunda o recipiente contendo a mistura sélido-
liquido (TAKEUCHI et al., 2009).

O ultrassom ¢ método com grande potencial para auxiliar na extragdo de compostos
fenolicos em matrizes vegetais, sendo que o processo pode ser otimizado com o aumento do
tempo de sonicacdo. Serafim (2016), observou que o extrato de erva-mate obtido com
assisténcia de um banho com ultrassom, aplicado em linguica suina frescal, apresentou a
melhor capacidade antioxidante com os parametros de 60 °C / 10 min.

A aplicacdo de um processo de separagdo/concentragdo por membrana, posterior aos
processos convencionais de extracdo, ¢ uma alternativa promissora. Gerke et al. (2017),
mostraram que durante a clarificacdo do extrato bruto de erva-mate obtido por infusido,
utilizando membranas porosas, ndo provocou perdas significativas de compostos bioativos
(acido clorogénico, rutina, cafeina e teobromina). Os autores também verificaram que a
membranas de microfiltragdo de polieterimida possuem menores coeficientes de rejeicdo de
compostos bioativos, na ordem de 11,0% a 15,5%, em comparagdes a membranas de
microfiltracao de a-alumina ou membranas de ultrafiltragdo polietersulfona.

Negrao-Murakami et al. (2017) mostraram que a aplicacio de membranas de
nanofiltragdo foi capaz de reter os compostos bioativos presentes em extratos aquosos de erva
mate. Um aumento significativo no contetido de compostos fenolicos totais (338%), acido
clorogénico (483%), teobromina (323%), cafeina (251%), clorofila (321%), taninos
condensados (278%) e saponinas (211%) no extrato concentrado de mate. Consequentemente,
o extrato de erva-mate concentrado apresentou maior atividade antioxidante in vitro que o

extrato de mate normal.

2.4 Cinéticas de Extracio —Curvas Globais

O processo mecanico consiste basicamente em quatro etapas: preparagdo da solugdo
supercritica, ajuste das condigdes da pré-expansao, expansdo rapida através de um orificio ou
capilar, recuperacao do produto na camara de expansao (WEBER; THIES, 2002). O controle
da pressdo em extragao supercritica com CO> € o mais importante pardmetro operacional pois,
a densidade do fluido ¢ extremamente influenciada pela mesma, acarretando uma possivel

alteracdo na eluicdo (CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001).
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Na fase supercritica, o efeito da temperatura ¢ muito complexo, pois surge o fendmeno
de retrogradacdo, que indica a inversdo das isotermas de solubilidade, e ¢ representada pela
influéncia da pressdao de vapor do soluto e da densidade do solvente na solubilidade do soluto
no fluido supercritico. Ou seja, o efeito da temperatura a uma pressao constante, € devido a dois
mecanismos: um aumento na temperatura do processo aumenta a solubilidade devido ao efeito
da pressao do vapor do soluto e, reduz a solubilidade devido a diminuicao da densidade
solvente. Estes efeitos opostos resultam na inversdo das isotermas de solubilidade
(MICHIELIN et al., 2005, PEREIRA; MEIRELES, 2010). Sabe-se que com o aumento do grau
de saturacdao, o tamanho da particula resultante diminui, pois, acarreta em uma nucleagdo
dominante (BRUN et al., 2012).

Projetos e otimizagdo de processos a alta pressdo requerem o conhecimento de
parametros como solubilidade e coeficiente de transferéncia de massa, bem como a dependéncia
desses parametros com a densidade do solvente empregado. Para isso necessita-se de
informacdes sobre a termodinamica do sistema e de informagdes sobre os aspectos cinéticos do
processo. Do ponto de vista termodindmico € preciso relacionar a concentragdo de soluto na
fase supercritica como uma fun¢ao da densidade do solvente e da composi¢ao do extrato. Por
outro lado, os aspectos cinéticos estio relacionados com a taxa de transferéncia de soluto das
particulas solidas para a fase supercritica (SOVOVA et al., 2001; DOKER et al., 2004).

Existem dois modos de operacdo de extratores com fluido supercritico: o método
dinamico e o método estatico. No método dinamico o solvente escoa continuamente através de
um leito de particulas, geralmente sélidos formando um leito fixo, onde o soluto encontra-se
presente. O solvente saturado deixa o extrator (célula de equilibrio) sendo despressurizado a
pressio ambiente por uma valvula micrométrica aquecida. A pressdo atmosférica o soluto
condensa e ¢ coletado. A coleta do soluto pode ser feita no final de um certo tempo ou em
intervalos de tempo pré-determinados (McHUGH; KRUKONIS, 1986; MICHIENLIN, 2005).
O método estatico caracteriza-se pelo carregamento simultaneo do soluto e do fluido
supercritico na célula, permanecendo em contato até que o equilibrio seja estabelecido.

A partir do método dinamico pode-se obter as curvas de extracdo (GUIGARD et al.,
2001). A curva de extracao pode ser utilizada para determinar parametros de processo como:
tempo total de extragdo, caracterizagdo das diferentes etapas da extragdo que serdo
posteriormente empregadas para a determinacdo do rendimento global de extragdo,
determinagdo da solubilidade e modelagem da transferéncia de massa do sistema (SILVA,

2004).
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A curva de extragdo se caracteriza como um grafico da massa acumulada de extrato em
funcdo do tempo de extracdo. A curva obtida depende dos pardmetros de processo e dos
fenomenos que ocorrem no leito fixo durante a extracdo. Desta forma, ¢ dificil fazer a
comparagdo entre curvas obtidas a partir de matérias-primas diferentes e de diferentes
equipamentos (BRUNNER, 1994).

Durante o processo de extragdo, a taxa de obtencao de extrato ndo ¢ uma fungao linear
do tempo. Para classifica-los, ¢ necessario visualizar as formas tipicas de rendimento global
que envolve a quantidade de material extraido e ¢ calculada na relagdo entre a massa total de
extrato e a massa inicial da amostra em base seca e/ou em fun¢ao da massa de CO; consumida
(ALBUQUERQUIE, 2008). O rendimento global promove informagdes para analisar os efeitos
da temperatura e pressdo no comportamento do processo de extracdo. Esta andlise pode ser feita
em termos de rendimento global de extragdo como um todo ou para um componente especifico
presente no extrato. O rendimento global est4 intimamente relacionado com a solubilidade do
soluto no fluido supercritico (PEREIRA; MEIRELES, 2010)

O rendimento global ¢ um parametro importante na modelagem matematica da curva de
extracdo global, que representa o acumulo de extrato versus o tempo ou o consumo de solvente.
Na maioria dos modelos o rendimento global ¢ um pardmetro de ajuste ou ¢ estimado por
extrapolagdo das curvas globais de extracdo. A habilidade para predizer as curvas globais de
extragdo, conhecendo os parametros do processo, ¢ de fundamental importancia tanto no projeto
como na otimizacao de uma planta industrial. A modelagem matematica ¢ provavelmente a
principal ferramenta de predicao, que tem por objetivo a estimativa dos parametros envolvidos
no processo (QUISPE-CONDORI, 2005).

A diferenca entre os diferentes modelos apresentados na literatura esta na interpretacao
de cada fendmeno. Dentre os modelos mais estudados estdo de Crank (1975), Tan; Liou (1989),
Goto; Sato; Hirose (1993), Sovova (1994) e Franga; Meireles (2000). A Figura 5, representa
dois tipos de curvas de extracdo global na extragdo supercritica.

Na curva global de extracdo tipo I, observa-se inicialmente uma taxa de extragdo
constante, seguida por um decréscimo apenas no final do processo, com o decorrer da extragao.
Curvas deste tipo representam cinéticas de extracdo a partir de matrizes vegetais com alto teor
de material extraivel e/ou fécil acesso ao solvente. Na curva global de extragdo tipo II, observa-
se que no inicio da extragdo ocorre uma diminui¢ao progressiva na taxa de extragdo. Este tipo
de curva representa a extragdo de substratos com baixo teor de material extraivel e/ou de dificil
acesso ao solvente (CAVALCANTI, 2013). O tipo II, também corresponde a segunda parte da

curva global de extracao Tipo I. Exemplos das curvas global de extragcdo Tipo Il sdo as extragdes
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de cafeina do café (BRUNNER, 1994), gengibre (ZANCAN et al, 1997), erva doce
(RODRIGUES et al., 2002).

Figura 5- Formas tipicas das curvas globais de extragdo tipo I e tipo II.

M

Massa de extrato

A 4

Tempo/massa de sohente

Fonte: Adaptado de Cavalcanti (2013)

Para ambos os tipos de curvas globais de extragdo (embora nao tao diferenciado do Tipo

I1), a taxa de extragdo pode ser dividida em trés periodos (BRUNNER, 1994; FERREIRA et
al., 1999; RODRIGUES et al., 2002). Cada periodo ¢ controlado por diferentes mecanismos de
transferéncia de massa (SOVOVA, 1994; TALANSIER et al, 2008; MEZZOMO:;
MARTINEZ; FERREIRA, 2009; PEREIRA; MEIRELES, 2010). As curvas de extragdo sio

divididas em trés periodos:

a.

taxa de extracdo constante (CER- Constant Extration Rate), onde a retirada de extrato
da superficie externa da particula ocorre a uma velocidade aproximadamente constante,
por um fendmeno de convec¢ao;

taxa de extracdo decrescente (FER — Falling Extraction Rate), onde comega a aparecer
a resisténcia a transferéncia de massa na interface sélido - fluido. Nesse periodo
prevalecem tanto a transferéncia de massa por convecc¢ao como por difusao;

taxa de Difusdo constante (DC), Taxa de extragdo lenta, caracterizada pela retirada do
extrato através do mecanismo de difusao.

Na Figura 6, ha a representacdo da curva de extracdo da matriz da particula em cada

periodo com as trés etapas distintas da extragdo conforme apresentado anteriormente, duas retas

necessarias para a determinacdo das varidveis respostas: taxa de transferéncia de massa por
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unidade de area seccional para o periodo CER, duracdo do periodo CER e rendimento de

extracdo no periodo CER .

Figura 6- Representacdo da curva de extragdo e matriz da particula em cada periodo

CER FER DC

Rendimento (%)

~Matriz da particula'o# Tempo (min)

Fonte: Adaptado de (DA SILVA; ROCHA-SANTOS; DUARTE, 2016)
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3 MATERIAL E METODOS

A Figura 7 apresenta um fluxograma metodologico do presente trabalho. As etapas deste
estudo foram a caracterizacdo e o preparo das matérias-primas, a aplicagdo da extragdo
supercritica com CO; para a obten¢do dos compostos bioativos, a otimizacdo e modelagem do

processo e a caracterizagdo dos extratos obtidos.

Figura 7- Fluxograma metodologico da extragcdo supercritica de biocompostos da erva-mate

Recebimento /
Classificacdo
&
Secagem/
Ligfilizacdo

;' | Moagem |

| Armazenamento |-

1 | Delineamento |
Analise Fisico-quimica i
|  Cinélicas |

:

Desejabilidade +~—

. MNio
| Maodselagem I-— [

Sim

— -
,—-| Cineticas I' + "':,'mu —

| Caracterizacdo |+

Fonte: Autor (2019)

3.1 AMOSTRAS DE ERVA-MATE

As amostras foram cedidas por um produtor da cidade de Il6polis-RS, regido de Santo
Antonio, coordenadas latitude: -28,93° e longitude: -52,07°. O erval ¢ area nao sombreada,
cultivado sob técnicas convencionais de manejo. As folhas e os caules foram colhidos no més
de julho/2018 e as flores colhidas no més de outubro/2018. Foram separadas as partes ndo
integras, homogeneizadas e secas em secador de bandejas com ar forcado na temperatura de
25°C por 24 h para folhas e 48 h para caules. As flores ficaram em ultrafreezer a -18°C por 24h
apos foram liofilizadas (Liofilizador LS3000- Terroni) por 48 h. Apos, as amostras foram

moidas (TE-631/3- TECNAL) e as particulas padronizadas em um jogo de 14 a 200 mesh
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(Tyler). As amostras foram armazenadas a vicuo em pacotes em polipropileno em temperatura

de 4 °C até o uso, o0 que ocorreu em um periodo maximo de 15 dias.

As matérias-primas foram caracterizadas de acordo com o teor de umidade, cinzas,

proteina bruta, fibra bruta, lipideos e carboidratos, de acordo com as Normas Analiticas do

Instituto Adolfo Lutz (2008). Além destas, as matérias-primas foram caracterizadas quanto ao

diametro de particula, massa especifica real, massa especifica aparente e porosidade do leito de

particulas, propriedades estas que sdo importantes em operagdes em leitos fixos. Os resultados

estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5-Descri¢ao dos métodos e resultados da caracterizacao fisico-quimicos de folhas,

caule e flores de erva-mate

Parametro Método Matérias-primas
Folha Caule Flor

Umidade 012/IV  Perda por dessecacao 13,54% 19,02% 10,41%
(umidade) — Secagem direta em
estufa a 105°C (IAL, 2008)

Cinzas 018/IV Residuo por incineracdo — 5,58% 4,29% 8,69%
Cinzas (IAL, 2008)

Proteina Bruta 036/IV  Protidios — M¢étodo de 13,05% 6,78% 14,62%
Kjeldahl cléssico(IAL, 2008)

Fibra Bruta 044/1V Fibra bruta (IAL, 2008) 48,01% 45,45% 53,27%

Lipidios 032/IV Lipidios— Extragdo direta 5,08% 1,81% 12,51%
em Soxhlet (IAL, 2008)

Carboidratos Foi estimada por diferenca (IAL, 14,74% 22,66% 0,5 %
2008)

Diametro da Peneiramento com peneiras série 75 um 77 um 72 pm

particula Tyler de mesh -14/200

Massa especifica real Técnica de picnometria liquida 1,124 1,068 1,1081
usando hexano (g/cm?)

Massa especifica Volume ocupado de leito (g/cm?) 0,2959  0,3233  0,1242

aparente

Porosidade do leito Volume de vazios do leito 74% 70% 89%

fixo de particulas

Fonte: Autor (2019)
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3.2 EXTRACAO SUPERCRITICA

3.2.1 Descricao da Unidade de Extracio Supercritica

O equipamento de extragdo supercritica utilizado foi desenvolvido pela empresa
MAQ’NAGUA/SP, n° série: BR-002-PL, ano de fabricagio 06/2017 dentro das especificagdes
da norma de fabricagdo ASME SEC VIII-DIV.1. A unidade de extragdo foi construida em ago
inoxidavel 316 L. O sistema consiste em um cilindro de didéxido de carbono (CO2) com tubo
pescador, um banho termostatico de circulagdo para refrigeragdo, bomba pneumatica com
cabegote resfriado, um banho termostatico, uma valvula micrométrica tipo agulha aquecida,
célula extratora. A célula extratora consiste de um cilindro de ago inoxidavel de 32,9 cm de
comprimento, 2,0 cm de didmetro interno util com volume de 100 ml. As extremidades, uma

tela com malha de #200 mesh era usada para conter a fase sélida.

Figura 8- Esquema do aparato experimental de extracdo com fluido supercritico CO2

1) Cilindro de CO; com tubo pescador; 1M) Mandmetro, pressdo do cilindro, V1) Valvula de passagem de CO2;
2) Banho termostatico de circulagdo para refrigeracdo; V2) Valvula de passagem de CO; liquido; B1) Bomba de
liquido pneumaticas; 2M) Mandmetro, pressdo do sistema; P1) Purga do sistema de CO»; V3) Valvula de
alimentagdo; 3) Banho termostatico de aquecimento; 4) Célula extratora; V4) Valvula de passagem
solvente/soluto; Vm) Valvula micrométrica; 5) Bico aspersor saida da amostra; 6) Frasco coletor; 7) Fluxometro.

Fonte: Autor (2019)

No sistema, representado na Figura 8, o cilindro de CO> (1) alimenta a linha de extracao
onde esta situado o mandmetro 1M através da abertura da valvula V1. A linha de solvente (CO»)

passa por um banho termostatico de circulagao (2) para refrigeragdo, garantido que o solvente
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permaneca em estado liquido. Entdo, a bomba pneumatica pressuriza o CO2 na condigdo de
trabalho (verificado no manometro 2M), encaminhando o CO, para a célula de extracdo (4). A
célula de extracdo fica imersa em banho termostatico (3) que controla a temperatura de
extragdo. O controle da vazdo do sistema ¢ realizado através da valvula V4 e da valvula
micrométrica (Vm) tipo agulha aquecida (5). O soluto ¢ coletado em frascos ambar (6) e o fluxo

de saida de CO, ¢ medido através medidor através de um fluxometro (7).

3.2.2 Conduc¢ao Experimental

O sistema foi alimentado com 50 g de matéria-prima, adicionada a célula de extracao.
Aguardou-se até a temperatura atingir a condi¢do experimental (35,9°C a 64,1°C). Pressurizou-
se o sistema com COz (White Martins 99,99%) na condi¢cdo experimental (15 a 33 MPa),
mantendo-se em condi¢des estaticas por 2 horas. Entdo, iniciou-se a extracdo dindmica, com
vazao de COz de 7,92 g/min. O banho de refrigera¢do do CO> (2) foi mantido a 6 °C e a valvula
micrométrica (Vm) foi mantida a 65 °C. Em intervalos pré-determinados a massa de amostra

coletada era pesada, a fim calcular o rendimento de extracdo, de acordo com a equagdo 1:

R= % *100% (1)

(]

sendo, R o rendimento de extra¢do (%), mext a massa de extrato obtido (g) e Fo a massa da

amostra alimentada no sistema.
3.2.3 Analise dos dados e Estratégia de Otimizacao da Extracao Supercritica

Como estratégia para a otimizagdo da obtencdo de biocompostos de folhas de erva-mate
por extracdo com fluido supercritico foram utilizadas técnicas sequencias de planejamento
experimentais. Para isso, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR),
com duas varidveis independentes, a temperatura (X;) e a pressdo (X2), adicionado de pontos
axiais, de acordo com Montgomery; Ruger, (2003), variando em niveis conforme apresentados

na Tabela 6. A matriz completa do delineamento € apresentada na sessdo dos resultados.
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Tabela 6-Niveis reais e codificados das varidveis pressdo (X) e temperatura (X»2) utilizados
no estudo de extracao supercritica com CO> em folhas de erva mate

Niveis Pressao (MPa, X1) Temperatura (°C, X2)
-1,421 11,9 35,9

-1 15 40

0 22,5 50

1 30 60
+1,421 33 64,1

Fonte: Autor (2019)

O modelo cinético proposto por Andrich et al. (2005) foi utilizado para correlacionar os
dados de extragdo para cada experimento realizado no planejamento proposto. O modelo
considera uma taxa de extra¢ao de primeira ordem, sendo limitado a maxima quantidade de
extrato possivel a ser extraido em determinada condi¢do. A partir dele, foram calculados os
valores do rendimento global (Rx) e constante cinética de extracdo (k). A equacgdo 2 apresenta

o modelo cinético proposto por Andrich et al. (2005), com modificagdes:

R =R, - (1—ekD) 2)
sendo, R o rendimento (g/g) em um tempo “t” qualquer (min), R» 0 rendimento global (g/g)
quando t—oo e k a constante cinética (min!'). R e k calculados por ajuste da equacgdo 2 aos
dados experimentais utilizando o método Generalized Reduced Gradient (GRG nio linear) da
funcdo complementar SOLVER do MS Excel®, através da minimizag¢do da funcdo objetivo

“Soma dos Quadrados dos Residuos” (equacgao 3)

2
Fobj = Z(yexp - ymod) 3)
sendo, Yexp € Ymod Os valores experimentais e ajustados pelos modelos do rendimento de

extracao.
Além disso, para a definicdo das etapas de transferéncia de massa, bem como o
rendimento de extrato em cada uma delas, os modelos Spline propostos por Meireles (2008) e

Jesus et al. (2013) foram utilizados, conforme as equagdes 4, 5 e 6:

quando t < tcgr

Q
PEXT = by + (byx tx 22) 4)

0 0
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quando tCER <t< tFER

Q Q
mﬁ—:T= b0+(b1xtx %)+(b2xAL1x IC::Z) (5)

quando t > tpgr

mi—:" = by + (blx tx ngz) + (bz x ALy x QE::Z) + (b3 x AL, x Qisz ) (6)

sendo,bp o coeficiente linear da linha de taxa de extragdo constante (CER, em g/g), b1 o
coeficiente de inclinag¢do da linha reta CER (g/g-min), fisicamente relacionado com a massa de
extrato obtida no tempo CER (mcgr), b2 o coeficiente de declividade da taxa de extracdo no
periodo FER (g/g'min), bs o coeficiente de inclinagéo da difusio controlada (g/g-min), Q¢o, €
a vazao massica de CO; (g/min), Fo a massa de amostra, AL; e AL, parametros relacionados

aos tempos maximos tcer € trer, respectivamente, em que:
ALy =t — tepr (7
AL, =t — tpgp (8)

Desta forma, os pardmetros b, ¢ AL, dos modelos foram calculados através de um
algoritmo que implementado no MS Excel® utilizando o método Generalized Reduced
Gradient (GRG nao linear) da funcao complementar SOLVER, através da minimizagao da
funcdo objetivo “Soma dos Quadrados dos Residuos” (equacao 3). O algoritmo foi baseado nos
trabalhos de Santos (2007), Santana (2013) e Santana (2016). O rendimento de extrato no
periodo de taxa constante (Rcgr) foi calculado substituindo o tempo por tcer na equacao 4.

O delineamento proposto para o estudo foi analisado utilizando como variaveis
dependentes os valores obtidos do rendimento no periodo de taxa de extra¢ao constante (Rcgr),
rendimento global (Rx), constante cinética (k), ajustando a um modelo polinomial de segunda
ordem para a correlacio dos dados, gerando superficies de resposta (MONTGOMERY,
RUGER, 2003), de acordo com a equacado 9:

Y =Po+ X BiXi + o1 Bi i XiX; + 2y BuXi? )

i<j

sendo, B os coeficientes do modelo estatistico e Xi as variaveis independentes analisadas.
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Os efeitos principais, de interagdo e quadraticos das variaveis independentes foram
testadas por andlise de variancia (ANOVA, software livre) a uma probabilidade do Erro Tipo I

menor 5% (p<0,05).
3.2.4 Otimizacido multi-resposta com a funcio desirability de Derriger

Apos a analise do DCCR, as condi¢des experimentais otimizadas para a obteng¢do das
melhores respostas de capacidade de adsor¢do e remog¢do foram obtidas utilizando a fungao
desirability de Derringer. Esta fungao tem por objetivo encontrar as condi¢des de operacao que
garantam o cumprimento dos critérios para todas as respostas envolvidas e, a0 mesmo tempo,
proporcionar o melhor desempenho possivel na resposta conjunta (VERA CANDIOTI ef al.,
2014).

Neste método primeiramente cada resposta yi deve ser convertida em fung¢ao individual
desirability — d;, que varia em uma faixa de 0< d; < 1. Se a resposta for desejada, di=1, ja se a
resposta estiver fora da regido aceitdvel d= 0. Desta forma, a escolha das varidveis
independentes ¢ feita tentando alcangar o maior valor possivel de desirability global, conforme

equagao 10:

D = (dy.dy.ds ....d,)"n (10)

sendo n o numero de varidveis de resposta.

Se o valor de T4 para a resposta y for um valor maximo teremos, equagao 11:

0
— y-L)® Lsy<sl}
d= (Td—L) y3>]Tdd (1 1)
1

em que L ¢ o valor aceitavel para a resposta e s ¢ o peso, que quando igual a um, a funcdo
desibility ¢ linear. Escolhendo s > 1, mais énfase serd dada aos pontos proximos ao valor alvo

escolhendo s < 1, isso serd menos importante.

Se o valor T, para a resposta y for um valor minimo teremos, como na equagao 12:
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Ta<y

— u-y\* Ta<y<U
d=1(57) Tas (12)
0

em que U ¢ o maior valor aceitavel para a resposta e ¢ € o peso.

A funcdo bilateral desirability é aquela em que o valor desejado 7y esta localizado entre

os limites inferior L e superior U, sendo definida pela equagao 13:

(s
| (y-L y<L
L=<y<T
d={ " 1t (13)
k U-Tg
0

O processo de otimizacao multi-resposta foi realizado selecionando a opcao “profile and
desirability” do software STATISTICA 7.0. Finalmente, as condigdes experimentais Otimas

foram reproduzidas para comprovar os resultados obtidos.

3.3 METODOS DE CARACTERIZACAO DA ERVA-MATE E EXTRATOS

As amostras disponiveis para a caracterizagdo foram coletadas in natura, pos extracao
ap6s 200 min. e extrato dos primeiros 10 min. de extra¢ao supercritica para todas as matérias
primas folhas, caule e flor. Primeiramente, foram diluidas em metanol grau HPLC para analise
cromatografica, apds esta mesma dilui¢do foi utilizada para a realizar as demais analises
(fendlicos totais e de antioxidante). Com excecdo, da anélise de FTIR que foi usado os extratos

puros de cada matéria-prima folhas, caules e flores.

3.3.1 Caracterizacdo de Grupamentos Funcionais por Espectroscopia de Infravermelho

por Transformada de Fourier (FTIR)

As caracterizagdes de grupamentos funcionais foram determinadas por espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Os espectros de infravermelho dos
extratos foram registrados sem qualquer preparagcdo de amostra, usando um espectrometro de
infravermelho com transformada de Fourier (Agilent, Cary 630) na faixa espectral de 4.000 a

650 cm™'. Amostras extraidas foram medidas utilizando um acessoério de amostragem ATR Cary
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630 FTIR e um diamante de 1 ressalto. O sensor ATR de diamante foi limpo com acetona ou
alcool etilico antes de cada medi¢do da amostra. Cada espectro foi resultado da co-adi¢do de 48
scans na resolugdio de 4 cm™'. O software MicroLab foi usado para coletar os dados e criar um

método para futuras analises de amostras desconhecidas.

3.3.2 Determinacio de Compostos Bioativos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

3.3.2.1 Preparo das amostras

Para as matérias-primas in natura e ap6s a extracdo, 1 g de amostra foi misturada a 10 mL de

metanol (HPLC) (exceto para a folha in natura, que foi usado 20 mL por conta da pigmentagao)

e deixado em contato por 1 h. Posteriormente, 1 mL do extrato obtido na etapa anterior foi

dulido em 10 ml de metanol.As solugdes foram filtradas com papel filtro e em membranas de

porosidade 0,45 pm (Millipore) antes de serem injetadas no sistema., conforme Tabela 7:

Tabela 7-Preparo das amostras para anélises cromatograficas

Massa 1° Diluicao 2° Dilui¢do  Concentracio
Amostras amostra em Metanol em Metanol de Amostra
(2 (mL) (mL) (pg/mL)
Folhas in natura 1,1055 20 10 5527,5
Folhas pos extracio 1,0062 10 10 10062
Extrato das f.olhas 02376 10 10 2376
apos 10min
Extra;lto das fol.has 02471 10 10 2471
apos 1h 40min
Caule in natura 0,5577 10 10 5577
Caule pos extraciao 0,8766 10 10 8766
Extratos do caule 0,356 10 10 3560
Flor in natura 0,5347 10 10 5347
Flor pés extracio 0,5035 10 15 3356,67
Extrato das flores 0,1634 10 10 1634

3.3.2.2 Condicoes cromatograficas

A caracterizagdo dos extratos, obtidos foram realizadas em um cromatografo liquido
(Flexar, Perkin Elmer), contendo bomba bindria com gerenciamento de solventes e
desgaseificador, com injetor automatico Auto sampler Flexar LC (volume de injecdo foi de 20
pL), e com detector de comprimento de onda variavel Flexar PDA, ajustado em 280 nm. Os
dados das areas dos picos foram integrados em Software Chromera. Os comprimentos de onda

330 e 225 nm também foram monitorados. Para fase estacionaria, foi utilizada uma coluna ACE
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C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum). Para a fase moével, foi utilizado acetonitrila (grau HPLC)
(solvente B) e 4gua ultrapura (obtida em sistema Direct-Q da Millipore®) pH 3,1 ajustado com
acido fosforico (solvente A), em modo de eluicao gradiente. Durante 7 minutos foi utilizado as
proporgdes (89:11, A : B), apds este periodo (85:15, A:B) por 6 minutos, em seguida (91:9,
A:B) por 6 minutos e para finalizar (89:11, A:B) por 2 minutos. O fluxo de fase mével foi de
0,8 mL.min'. As inje¢des foram feitas de modo gradiente. A metodologia validada por
Favaretto (2014), foram pesquisadas as substancias quimicas de referéncia (SQR) acido fertlico
(99%, Sigma Aldrich, lote STBC5005V), cafeina (Sigma Aldrich, lote C0750), acido
clorogénico (>95% Sigma Aldrich, lote SLBS0103V) e teobromina (>99% Sigma Aldrich, lote
BCBS1162V). Para o preparo das fases moéveis utilizou-se agua ultrapurificada obtida pelo
Sistema Directi-Q — Millipore® / Millipore Corporation (EUA), acetonitrila e metanol grau
HPLC e écido fosforico e acético grau PA. As solugdes das SQRs contendo 1000 pg/ mL foram
preparadas dissolvendo 0,01 g de cada SQR em balao volumétrico de 10 mL com metanol grau
HPLC. De cada uma das SQRs foram construidas curvas de calibracdao prévias no mesmo dia
da avaliagdo, no intervalo de 50 a 150 pg / mL. As avaliagdes quantitativas de cada composto
representado pelos picos cromatograficos foram calculadas conforme equagdo 14, para
quantificar o composto detectado da amostra analisada ¢ denominado por meio das areas dos

picos obtidos nos cromatogramas.

100xCpxAq

CoxAp = % do composto, m/m (14)
Sendo: Ca: concentragdo da amostra, Aa: area do pico da amostra, Ap: area do pico do padrao,

Cp: concentragdo pratica.

Para deteccao de rutina, catequina e epicatequina foi utilizada a metodologia conforme
Scheffer-Basso et al. (2018). As substancias quimicas de referéncia (SQR), da marca
SigmaAldrich, catequina (lote BCBC2740), epicatequina (lote BCBC8078V), rutina (lote
BCBD8327V), foram preparadas na concentragio de 1,0 mg.mL"!, em metanol. Os extratos
foram preparados na concentragdo de 10 mg.mL™' em metanol e filtrados em membrana de 0,45
um. Foi utilizada uma coluna C18 Brownlee (250 mm x 4,6 mm, 5 pm). A fase movel para
rutina, catequina e epicatequina foi acetonitrila : agua pH 3,0 18:82 v/v. O fluxo da fase mével
foi de 1,0 mL.min™! e para o ajuste do pH foi utilizado acido fosforico. O comprimento de onda
de maxima absor¢do foi de 260 nm para quercetina e de 280 nm para rutina, catequina e

epicatequina.
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3.3.3 Avaliag¢io da Capaciadade Antioxidante por FRAP

A atividade antioxidante foi avaliada através de reducgdo dos ions de ferro FRAP (Ferric
Redducing Antioxidant Power), que mede a atividade de compostos de natureza hidrofilica e
lipofilica (KUSKOSKI et al., 2005).

O potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com Benzie,
Strain (1996) com modificacdes de Arnous; Makris; Kefalas (2002). Para a realizagdo do
ensaio, uma aliquota de 200 uL de amostra (extrato) foi adicionado ao tubo juntamente com
200 pL de solucao de cloreto férrico 3 mM. Os tubos foram deixados em repouso durante 30
minutos em banho-maria a 37 °C. Em seguida, foi adicionado 3600 uL da solugdo de 2,4,6-
Tris(2-pyridyl)- s-triazine- TPTZ nos tubos com as amostras e no branco e deixado em ambiente
escuro durante 10 minutos para a reagdo. Apo6s os 10 minutos, o espectrofotdmetro foi zerado
com o branco e ap0s realizado a leitura das amostras em 620 nm. A quantificagao foi feita com
base em uma curva padrio de acido galico (APENDICE D), ¢ os resultados foram expressos

em g/ g de amostra.

3.3.4 Determinaciao dos Compostos Fenolicos Totais (FT)

A determinagdo da concentragdo de compostos fendlicos totais das diferentes amostras
foi realizada por meio da reacdo de oxirredugdo com Reagente de Folin — Ciocalteu (RFC) o
qual reage com as hidroxilas presentes nos polifenois.

Em ambiente escuro foram adicionados em tubos de ensaio 1 mL do extrato diluido em
metanol, 5 mL de agua destilada e 1 mL etanol. Apos foi adicionado 0,5 mL de RFC agitou-se
por 3 segundos e adicionou-se 1 mL de solugdo aquosa com 7,5% de carbonato de sodio
(Na2CO03), agitou-se novamente para alcalinizar a solucdo. Deixa-se em repouso a solu¢do em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz durante 1 hora e efetua-se as leituras a 765 nm. Foi
preparado um branco conduzido sob as mesmas condigdes, substituindo o extrato pela mesma
quantidade de metanol. Foram realizadas em espectrofotometro (eppendorf- BioSpectrometer) e
leituras em triplicata da absorbancia. (SINGLETON; ROSSI, 1965). A quantificacdo foi feita
com base em uma curva padrio de acido galico (APENDICE E), e os resultados foram

expressos em g/ g de amostra.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As caracteristicas das folhas antes e apds a extragdo bem como dos extratos obtidos, em
relacdo a composicdo, compostos fenolicos totais e atividade antioxidante foram avaliados
estatisticamente, através de analise de varidncia (ANOVA) seguida de teste de Tukey, um nivel
de significancia de 5% (p<0,05), utilizando o complemento Andlise de Dados VBA do

Microsoft Excel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, primeiramente, sdo apresentados e discutidos os resultados referentes ao
rendimento do extrato, obtido via tecnologia de extragdo supercritica, utilizando CO
supercritico. Juntamente, sdo discutidos os efeitos dos parametros pressao e temperatura no
rendimento dos extratos. Posteriormente, as curvas globais de extragdo com suas respectivas
modelagens cinéticas. Por fim, sdo apresentados os resultados da composi¢ao quimica das

matérias-primas e dos extratos supercriticos.

41 OTIMIZACAO DA EXTRACAO SUPERCRITICA COM CO: (ES-COz) FOLHAS
DE ERVA-MATE

Com base nas observagdes visuais dos extratos de erva-mate, o mesmo apresentou
coloracdo amarela e viscoso com aspecto ceroso, seu aroma teve semelhancas ao tradicional
“chimarrdo”, porém com maior intensidade. Estas caracteristicas se aplicam para todos os
extratos (folhas, caule e flores), com diferengas na viscosidade.

A cinética da extracdo de folhas de erva-mate, compreende no ganho de massa em fungao
do tempo. Como o fluxo de massa de diéxido de carbono foi mantido constante em 4 L.min’!,
desta forma, o tempo de extracdo ¢ facilmente convertido em massa de didéxido de carbono
utilizado. Assim, as coordenadas das curvas expressam o rendimento de extragao por massa de
didxido de carbono que fluiu através da célula extratora.

As curvas de extracdo obtidas em diferentes condigdes de pressdo e temperatura estao
apresentadas na Figura 9, demostrando o comportamento tipico para ES-CO, em fungado das
variaveis de processo aplicadas.

Como pode ser visto, as taxas de extragdo foram superiores no inicio do processo, e
apresentam uma rapida redug@o na taxa de extracdo nos instantes seguintes. Curvas deste tipo
representam cinéticas de extracao tipo I, quando a matriz vegetal apresenta material extrativel
de facil acesso ao solvente (CAVALCANTI, 2013). A primeira etapa ¢ a extragdo do 6leo de
facil acesso, onde a resisténcia a transferéncia de massa deve-se a fase solvente (CER); a
segunda etapa é o esgotamento do 6leo de facil acesso do material particulado do inicio da
célula extratora, iniciando o processo difusivo (FER); e a terceira é caracterizada pelo processo

difusivo, onde ha o esgotamento do 6leo de facil acesso ao longo de todo o leito de particulas.
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Figura 9- Cinéticas de rendimento de extracdo em diferentes condi¢des de pressdo e

temperatura, delineadas de acordo com DCCR para ES-COs aplicada a folhas de erva mate
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Cassel et al. (2010) observaram comportamentos cinéticos similares aos observados neste
estudo para a ES-CO; aplicado a folhas de erva-mate. Outros autores também relatam curvas
de extragdo semelhantes a estas para diferentes matrizes sélidas, tais como, bagago de soja
(ALVAREZ et al., 2019), folhas de rabanete (GOYENECHE et al., 2018), frutos de erva-mate
(FERNANDES et al, 2017), sementes de coentro (ZEKOVI'C et al., 2017), Eupatorium
intermedium (CZAIKOSKI et al.,, 2015), erva doce (RODRIGUES et al., 2002), gengibre
(MESOMO et al., 2012) e café (BRUNNER, 1994).

Conforme a Figura 9, o CO, supercritico ¢ manipulado em termos de pressdo e temperatura,
com o objetivo de encontrar o ponto onde ha maior poder de solvatacdo para a substancia
desejada (ROSA; MEIRELES, 2009). Na Figura 9.c observa-se que a pressao exerce influéncia
pronunciada sobre o rendimento de extragdo que ¢ deslocado para maiores conversdes. Este
efeito pode ser explicado em termos do aumento do poder solvente e como consequéncia
aumento da densidade de solvente. Os resultados mostram que a inclinagdo da reta
correspondente a etapa de taxa constante de extragdo, aumenta com o aumento da pressao, isto
porque, com o aumento da pressdo, o 6leo de fécil acesso presente na superficie das particulas
¢ rapidamente extraido e dissolvido na fase fluida devido ao aumento do poder de solvatacao
do didxido de carbono. A solubilidade de um soluto num solvente é governada pelas forgas
intermoleculares entre as moléculas envolvidas, que faz com que se comporte como uma fase
extremamente movel, capaz de se misturar rapidamente com outras substancias
(BRENNECKE; ECKERT, 1989, CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001).

Em pressdes acima de 22,5 MPa, Figura 9.a ¢ 9.b a pressao de extragdo faz com que o
rendimento de extragdo seja superior durante toda a extragdo. Possivelmente, por haver uma
interagdo soluto/solvente facilitando a separacdo dos componentes acarretando uma possivel
alteracdo na eluicio (CARRILHO; TAVARES; LANCAS, 2001). Esta interacao
soluto/solvente ¢ fortemente promovida pela proximidade entre as moléculas e, portanto, pela
densidade da fase fluida. A densidade pode ser alterada pela variagdo da pressdo e/ou
temperatura (ROSA; MEIRELES, 2009; BRUN ef al., 2012). Em pressdes muito elevadas, a
maior influéncia na solubilidade ¢ dada pela alteracao da pressdo de vapor do soluto com a
temperatura, € ndo mais pela variagdao de densidade. Portanto, quanto maior a densidade, maior
sera o poder de extracdo de um fluido (REVERCHON et al., 1995).

Ja em relacao a temperatura, observa-se que na condi¢do intermediaria de pressao (22,5
MPa) ndo ¢ evidenciado o efeito da temperatura sobre as cinéticas (Figura 9.c). Na pressao de
15 MPa o rendimento de extra¢ao ¢ diminuido quando a temperatura ¢ aumentada. J4 a 30 MPa

o incremento da mesma favorece a obtengao de extratos da folha de erva-mate (Figura 9.a). A
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temperatura apresenta efeito complexo tanto na densidade de CO2 quanto na pressdo de vapor
do soluto, mas que converge ao maior rendimento quando maior a pressdo do sistema
(ZEKOVI'C et al., 2017). Ela tem relagao sobre a solubilidade de compostos com maiores
pesos moleculares, o que evidencia a importancia do entendimento das interagdes soluto-soluto
(PERRUT et al., 1997). Resultados similares a estes foram relatados por Esmelindro et al.
(2005).

A partir das cinéticas de extracdo os modelos cinéticos de primeira ordem (eq. 2) foram
aplicados de acordo com o que foi proposto por Andrich ef al. (2005) e ao modelo Spline (eq.
4, 5 e 6) propostos por Meireles (2008) expressos na Figura 10.

Figura 10-Cinéticas de rendimento de extracdo em diferentes condi¢des de pressdo e
temperatura, delineadas de acordo com DCCR para ES-CO» aplicada a folhas de erva mate
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Fonte: Autor (2019)

Os resultados foram obtidos a partir do ajuste dos modelos aos dados experimentais, e
utilizados para a andlise dos dados deste planejamento que estdo apresentados na Tabela 8.

Considerando os experimentos realizados nesta etapa do trabalho, observa-se que no
ensaio 11, o qual utilizou uma pressao de 22,5 MPa e 64,1 °C foi o que proporcionou o maior
rendimento global (R«) de 8,88%. Porém, para o rendimento no periodo de taxa constante de

extracdo (Rcer) o melhor resultado ¢ observado para a temperatura de 50°C, ensaios 5,6 e 7.
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Tabela 8-Matriz do planejamento experimental e seus respectivos resultados de rendimento
na etapa de taxa constante (Rcgr), constante cinética (k) e rendimento global (R«) da ES-CO»
sobre folhas de erva-mate

Ensaios X1 X2 Rcer k R
(Pressao, em MPa) (Temperatura, em (%) (10 *min™) (%)
°C)

1 -1 (15) -1 (40) 0,39 15,232 0,90
2 -1(15) +1(60) 0,10 4,231 0,36
3 +1(30) -1(40) 1,72 18,606 4,76
4 +1(30) +1(60) 2,17 9,504 7,81
5 0(22,5) 0(50) 1,25 4,038 6,63
6 0(22,5) 0(50) 2,92 4,212 6,74
7 0(22,5) 0(50) 1,84 7,639 5,12
8 -a (11,925) 0(50) 0,04 16,233 0,10
9 +a (33,075) 0(50) 2,37 18,587 4,44
10 0(22,5) -0.(35,9) 1,19 3,793 8,30
11 0 (22,5) +o. (64,1) 2,13 4,186 8,88

Fonte: Autor (2019)

Desta forma, os resultados da Tabela 8 foram submetidos a andlise de variancia para

verificagdes dos efeitos significativos sobre as respostas, conforme Tabela 9.

Tabela 9 - ANOVA do rendimento na etapa de taxa de extragcdo constante (Rcgr), constante
de transferéncia de massa (k) e rendimento global (R)

Efeitos SQ GL MQ F P

Rendimento da taxa de extragdo constante (Rcgr)

Xi (L) 5,631224 1 5,631224 27,08971 0,003453*
X1 (Q) 2,204192 1 2,204192 10,60354 0,022538*
Xz (L) 0,276201 1 0,276201 1,32870 0,301150
X2 (Q) 0,884620 1 0,884620 4,25558 0,094085
Xi1-X2 0,139692 1 0,139692 0,67201 0,449649
Residuo 1,039366 5 1,039366
TOTAL 9,570713 10

Constante de transferéncia de massa (k)

X1 (L) 0,000018 1 0,000018 1,37070 0,294447

X1(Q) 0,000230 1 0,000230 17,57921 0,008549*

X2 (L) 0,000051 1 0,000051 3,86535 0,106461

X2 (Q) 0,000001 1 0,000001 0,08043 0,788085

X1-X2 0,000001 1 0,000001 0,06880 0,803552
Residuo 0,000065 5

Total 0,000398 10
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Rendimento global (Rx)

X1 (L) 38,0322 1 38,0322 14,55958 0,012428*
X1 (Q) 33,6703 1 33,6703 12,88976 0,015704*
X2 (L) 1,3821 1 1,3821 0,52912 0,499597
X2 (Q) 2,9365 1 2,9365 1,12418 0,337529
Xi1-Xa 3,2061 1 3,2061 1,22736 0,318348
Residuo 13,0609 5

Total 102,0837 10

SQ: Soma dos quadrados, GL: Graus de liberdade; MQ: Média dos quadrados; F: Fator de Fischer; p: nivel de

significancia; X, Pressdo (MPa); X, Temperatura (°C); L: Linear; Q: quadratico; *significativos.

A partir da ANOVA (Tabela 9) verifica-se que os apenas a pressao (Xi) teve efeito
significativo, tanto linear, quanto quadratico, sobre as respostas, considerando um nivel de
significancia de 5% (p<0,05). Entretanto, o efeito linear da temperatura (X (L)) sobre o
rendimento global e o efeito quadratico da temperatura (X; (Q)) na constante cinética, tiveram
probabilidade de erro tipo I inferior a 10% (p<0,10).

Desta forma, a partir da analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 8, os
efeitos ndo significativos foram retirados do modelo estatistico, um a um, partindo daquele com
maior probabilidade do erro Tipo I (p), avaliando o ajuste do modelo gerado a partir do
coeficiente de determinacdo convencional (R?) e ajustado (R%ajustado). O modelo foi definido, de
acordo com o maior valor de R%jusudo, 0 que 0s levou a retirada de pardmetros. Os modelos
estatisticos gerados a partir do planejamento proposto estdo apresentados nas equagdes 15, 16
e 17, para rendimento na etapa de taxa de extra¢do constante (Rcgr), constante de transferéncia

de massa (k) e rendimento global (Rx), respectivamente.

Rcgr = 2,285+ 0,839.X; — 0,626.X? — 0,3966X3 (15)
k = 0,0048 + 0,0014. X, + 0,0065.X? — 0,0025X, (16)
R, = 6,166 + 2,182.X; — 2,446.X? + 0,722X2 + 0,895X,. X, (17)

A Figura 11, apresenta as superficies de resposta da extragdo supercritica com CO» (ES-
CO») das folhas de erva-mate para os parametros pressao e temperatura convergindo em
rendimento global (Rw), coeficiente de transferéncia de massa (k) e rendimento na etapa de

extracdo constante (Rcer), obtidas a partir dos modelos estatisticos.
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A resposta gerada pelo modelo de segunda ordem para o rendimento da taxa de extracao
constante (R;ggr) estdo apresentados na Figura 11.a. A respectiva equacdo (15) mostra que a
pressdo ¢ um fator importante (X;). O efeito linear da pressdo (Xi) apresenta coeficientes
positivos para todas as respostas, o que significa que pressdes maiores produzirdo maiores
rendimentos.

As linhas de contorno no alto da superficie, correspondem aos experimentos 4, 10 e 11
da Tabela 8, e mostram que os valores de R-gg preditos pelo modelo aumentam sensivelmente
com aumento da pressdo até um determinado ponto, entre 22,5 MPa e 30 MPa, caracterizando
um domo na superficie de resposta, da Figura 11.a. Isso € caracteristico do coeficiente relativo
ao efeito quadratico da pressdo (X?) onde o autovalor é negativo. Conforme Perrut et al., (1997),
o incremento da pressdo proporciona um aumento significativo no rendimento do extrato,
principalmente de compostos de alto peso molecular, como aqueles que conferiram uma
pigmentacao amarela ao extrato. Da mesma forma, o valor negativo do efeito quadratico da

temperatura (X7) sugere a existéncia de ponto de 6timo proximo ao ponto central.
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Figura 11- Superficie de resposta para ES-CO> para folhas de erva-mate para os parametros
pressdo (X1) e temperatura (X2) convergindo a) rendimento no periodo de taxa constante de
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Para a constante cinética k, os valores positivos do efeito quadratico da pressdo (X2)
configuram um vale para a superficie de resposta da Figura 11.b.,que indica um ponto de
resposta minima, e quer dizer que com regides extremas do planejamento a velocidade de
extragdo ¢ maior. Ja os efeitos lineares da pressdo e temperatura (X; e Xo, respectivamente)
indicam que o aumento da pressdo e a redug¢do da temperatura podem favorecer a velocidade
de extracao.

Ao comparar a Figura 11.a com a Figura 10.c, observa-se que a temperatura exerce
influéncia contraria sobre o rendimento global (R,) € o rendimento da etapa de taxa constante
(Rcgr)- Enquanto um domo ¢ formado na primeira, um vale ¢ formado na segunda, demostrando
que para Ry as condigdes extremas sdo ruins e para R sdo boas. Por isso 0 X7 da equagio
15 € negativo e da equagao 17 ¢ positivo.

Operar o equipamento em uma regido com baixas temperaturas obtendo um bom
rendimento acarreta na garantia da integridade das substancias termossensiveis. Desse modo, a
extracao supercritica com CO; pode apresentar grande vantagem em relacdo aos métodos
convencionais, nos quais algumas vezes, obrigatoriamente, devem ser usadas altas
temperaturas. Ainda, com emprego de temperaturas brandas, o consumo de energia ¢ menor o
que representa uma consideragdo economica e ambiental a ser analisada.

Através da andlise das curvas de nivel, ficou evidente que o modelo desenvolvido ndo ¢é
linear. Além disso, as condig¢des 6timas sdo diferentes para cada uma das respostas analisadas
e, também, as variaveis afetam de forma diferente cada uma delas. Com isso, buscou-se uma
técnica que se adaptasse a essas condi¢cdes de otimizagao, sendo utilizada a fungdo de
desejabilidade do programa STATISTICA 7.0, que permite, obter os valores de 6timo dos
parametros investigados. O objetivo para aplicar essa ferramenta, foi encontrar condi¢des que
garantam a conformidade com os critérios de todas as respostas envolvidas e, a0 mesmo tempo,
fornece o melhor valor na resposta conjunta sendo esse valor o mais desejavel. Isto ¢, conseguir
converter as multiplas varidveis respostas em uma tnica, combinando as respostas individuais
em uma funcdo composta, seguida por sua otimizagdo (VERA CANDIOTI et al., 2014). A
Figura 12, mostra os perfis dos valores otimizados, a fungdo de desejabilidade e os valores
otimizados para os dois parametros experimentais da extracao supercritica com CO> obtidos
para folhas de erva-mate.-Perfis de desejabilidade da correlacdo das variaveis pressiao e

temperatura e suas respectivas respostas Rcer, k e Roo



69

Figura 12- Perfis de desejabilidade da correlagdo das varidveis pressdo e temperatura e suas
respectivas respostas Rcer, k € Ro
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Sendo: Xi: Pressdo; X»: Temperatura; rendimento na etapa CER (Rcer); etapa constante de transferéncia de massa

(k); no rendimento global (R.); perfil de desejabilidade quarto grafico de X; e Xo.

Observando a Figura 12, utilizando a metodologia de otimizacao simultanea, verificou-
se que a linha 1, 2 e 3 representa os perfis da variacao do rendimento na etapa CER (Rcgr), na
constante de transferéncia de massa (k) e no rendimento global (R») em fun¢do da pressao e da
temperatura. A quarta linha mostra os perfis de desejabilidade com valore de 0,81639, que ¢
aceitavel (0 < d; <1). Quanto maior o valor de D, mais conveniente ¢ a resposta do sistema, ou
seja, maior ¢ a sensibilidade, sendo que o valor maximo de D ¢ a condi¢do otimizada do sistema.
As linhas verticais em vermelho, presentes nos graficos, correspondem aos valores 6timos dos
parametros estudados e estdo localizados proximos aos niveis superiores, os valores em negrito
sdo significativos em um nivel de confianga de 95%. A Tabela 10 apresenta os valores

codificados e reais das condi¢des otimizadas pela fun¢do desejabilidade.
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Tabela 10- Parametros investigados e seus respectivos valores otimizados

Valores Otimizados

Parametros
Codificados Reais
X1 - Pressao (MPa) +1,412 32 MPa
X5 - Temperatura (°C) +0,818 58,2 °C
Rcer (%) 3,69
k (min™) 0,0088
Ru (%) 8,78

Fonte: Autor (2019)

Fernandes et al. (2017) obtiveram 1,51% rendimento global de ES-CO; com frutos em
condigdes de 25 MPa e 35°C. Os resultados inferiores de rendimento, quando aos obtidos neste
trabalho podem ser atribuidos ao fato dos autores ndo terem estudado pressdes superiores a 25
MPa. Conforme podemos observar na Figura 10.a, que os maiores rendimentos foram acima
desta pressdao em temperatura semelhante.

Czaikoski et al. (2015) aplicaram a extragdo usando CO; supercritico e propano
comprimido em flores de Eupatorium intermedium. A pressao e temperatura foram avaliadas
nas faixas de 15 a 25 MPa e 30 a 80 °C. O rendimento maximo de extracao foi de 5,85% a 25
MPa e 80°C. Vieitez et al. (2018) obtiveram rendimento maximo de extragdo supercritica com
CO; para folhas de erva-mate de 1,4 % a 30 MPa e 1,5 % a 40 MPa ambos a 50°C.

No estudo realizado por Zekovi'c et al. (2017), o principal objetivo foi a modelagem
matematica e simulacao numérica do processo de extragao com fluido supercritico de sementes
de coentro (Coriandrum sativum L.). A avaliagdo das curvas de extracao forneceu dados sobre
os efeitos dos parametros da extragdo supercritica (pressdo, temperatura e vazao de CO2) no
rendimento total da extracdo. As condigdes de extragdo supercritica otimizadas para a taxa
inicial de extracdo, fase de extragdao controlada pela solubilidade, foi a pressdo de 20 MPa,
temperatura de 40 °C e taxa de fluxo de CO2 de 0,4 kg / h. Como esperado, o efeito pressao foi
mais pronunciado, causando aumento do rendimento com o aumento da densidade de CO.. A
temperatura apresentou efeito complexo tanto na densidade de CO> quanto na pressao de vapor
do soluto e a vazao teve significancia em menores pressdes, mas com convergéncia de maior

rendimento quando maior o fluxo de solvente.
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42 CINETICAS DE TRANSFERENCIA DE MASSA NAS CONDICOES
OTIMIZADAS

Os parametros que afetam o processo de extragdo supercritica podem ser divididos em
caracteristicas do material ¢ em pardmetros de processo (MARTINEZ; VANCE, 2007). Entre
os parametros de processo destaca-se o tempo de operacao. Nele, as condigdes otimizadas de
pressdo (32 Mpa) e temperatura (58°C) foram aplicadas para extracdo de compostos de caules
e flores da erva mate. Apds realizacdo dos experimentos e obtencdo das respostas o modelo
Spline (eq. 4, 5 e 6) foi ajustado aos pontos experimentais de rendimento.

As curvas cinéticas mostrado na Figura 13, representam que a maior taxa de extracao e
o maior rendimento de extragdo por extracdo supercritica com CO; foi das folhas seguido das

flores e caules.

Figura 13-- Curvas cinéticas de extragao supercritica nas condi¢des otimizadas (32 MPa e
58°C) de folhas, caules e flores de erva-mate e as respectivas etapas de transferéncia de
massa: CER: taxa constante (convectivo), FER: taxa decrescente e Dif: difusdo constante
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Fonte: Autor (2019)

As curvas obtidas para a extracdo, ilustraram as trés fases (comportamento tipico de
curvas de extracdao). O primeiro passo da curva indica a taxa de extracao constante (CER) e a
segunda etapa, uma taxa de extragao decrescente (FER). Além disso, o terceiro passo demonstra

a difusdo controlada (Dif), que € lenta, e 0 mecanismo de extragdo governante ¢ a difusdao. A
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interseccdo entre as duas primeiras retas determina o término do periodo de taxa constante de
extracdo (tcer) € a interseccdo entre a segunda e terceira reta determina o final do periodo de
taxa decrescente de extracdo (trer), onde a partir deste ponto inicia-se o periodo de extragdao
controlado pela difusdo (DC). Quando o material possui alto conteudo de extrativeis, a
transferéncia de massa ocorre predominantemente em velocidade constante, sendo a velocidade
de extragao controlada pela solubilidade do substrato no solvente (MUKHOPADHYAY, 2000).
Outros pesquisadores observaram a mesma tendéncia aplicado a extracdo supercritica em
plantas (MESOMO et al., 2012; CZAIKOSKI et al., 2015).

Observa-se também que ¢ no momento inicial da extracdo a maior quantidade de
obtencdo de extrato. Isto se deve, ao fluido supercritico que flui continuamente através das
particulas, arrastando os componentes extraiveis devido ao efeito da convecgao. Por isso, neste
intervalo, se obtém compostos de maior peso molecular contidos na superficie da planta,
conforme sugere Reverchon, (1997) e Rai; Mohanty; Bhargava, (2016). A Tabela 11, apresenta

0s parametros cinéticos de extragao.

Tabela 11- Parametros cinéticos do modelo Spline aplicados as cinéticas de extragdo
supercritica de folhas, caules e flores de erva-mate

Matéria Prima erva mate Folhas Caule Flor
R (%) 8,78 1,27 2,17
b0 (g/g)-10° 1,213 0,170 -0,359
b1 (g/g'min)-10° 3,72 1,51 2,33
b2 (g/g-min)-103 -1,24 -1,19 -1,14
b3 (g/g-min)-103 -1,542 -0,069 -0,822
tcer (min) 60,59 22,69 23,89
trer (Min) 117,91 133,34 66,30
Ycer (g extrato/g CO2)-10° 3,84 1,56 2,23
RcEr (%) 3,69 0,56 0,85
QM-107 7,14 20,3 2,08
R’ 0,999 0,999 0,997

Fonte: Autor (2019)

No caso das folhas de erva-mate, o rendimento de extragdo aumenta gradativamente
com o decorrer da extragdo, atingindo 3,69% aos 60 min de extracdo (Tabela 11). Este valor
coincide com o valor predito pelo modelo estatistico (Tabela 9) e corresponde ao rendimento
da etapa convectiva (CER), sendo cerca de 44% dos compostos passiveis de serem extraidos

nesta condi¢do. No caso dos caules e das flores o rendimento da etapa convectiva (CER)
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corresponde a 0,56% (apos 22 min) e 0,85% (ap6s 23 min), respectivamente, demonstrando
que esta etapa corresponde a extragdo de em torno de 45% dos compostos extraiveis da erva
mate por COz supercritico.

Além disso, verifica-se que as duas primeiras etapas da curva de extracao (CER e FER)
representam mais de 70% do rendimento global, sendo que aproximadamente 40% da eficiéncia
do processo ¢ devida a etapa de taxa constante de extracao (CER) e o restante a taxa decrescente
(FER). Estes resultados estdo no intervalo de rendimentos sugerido por Pereira; Meireles
(2010) e Jesus et al. (2013), ao justificar a relevancia no periodo CER, uma vez que os
fendmenos ocorrem ao longo do processo, assim como as caracteristicas da matéria-prima,
podem ser explicados pelo modelo.

Os valores de tcer € Rcgr representam aproximadamente o tempo minimo que um ciclo
SFE deve durar e o rendimento minimo de extracdo esperado em uma dada condi¢do de
processo (MEIRELES, 2008). Com esses parametros inicial pode-se prever o scale-up e a
viabilidade economica do processo pode ser investigada, fazendo a estimativa do custo de
fabricagdo, como descrito por Rosa e Meireles (2005). O parametro tcer, pode ser usado como
uma estimativa inicial do tempo de ciclo quando se realizam investigagdes exploratorias sobre
a viabilidade economica do processo extracdo supercritica.

Ja a relagdo massica de extrato obtido por solvente utilizado no periodo da etapa
constante de extracdo a taxa constante (Ycer) € de 3,84 x 10 g/g para as folhas, 2,23 x 10 g/g
para as flores e 1,56 x 107 gjg para os caules. Este é um importante pardmetro no
dimensionamento de sistemas de extracao, pois esta associado com o consumo de solvente pela
planta de extracdo. Valores de Ycer, Rcer € tcer para diferentes materiais sdo apresentados na

Tabela 12, onde destaca-se que a erva-mate possui valores tipicos observados na literatura.

Tabela 12- Comparativo dos parametros tcer, Rcer e Ycer com a literatura

Matéria-prima tcer (min)  Rcer (%) Ycrr (g/g CO2). 10° Referéncias
Folhas erva-mate 60,59 3,69 3,84
Caule erva-mate 22,69 0,56 1,56 Este trabalho
Flor erva-mate 23,89 0,85 2,23
Farelo de arroz 70 9.4 3,98 Jesus et al. (2013)

Em relacdo aos coeficientes de transferéncia de massa, o coeficiente b apresentou a
mesma grandeza para os diferentes materiais (10%). Os valores negativos de b, indicam uma
reducgdo da taxa de extracdo, proporcional entre as folhas, caules e flores. J& o valor de bs ¢, em

modulo, duas ordens de grandeza maior para as folhas que para os caules, indicando que a etapa
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difusiva na folha ¢ mais predominante e importante que no caule ou que nas flores. Este perfil
¢ caracteristico quando ja ndo ha material extrativel disponivel e o arraste de extrato ¢ menor
devido a transferéncia de massa ser menor.

A extracdo com fluidos supercriticos € uma operagdo unitaria por contato que se
fundamenta no equilibrio ¢ nas propriedades fisico-quimicas dos fluidos supercriticos.
(PEREDA; BOTTINI; BRIGNOLE, 2008) O rendimento tende a ser maior para s flores devido

a maior presenca de lipideos.
4.3 CARACTERIZACAO DA ERVA-MATE E EXTRATOS

Em complementacdo ao estudo de otimizagdo do processo de extragdo, os extratos
também foram caracterizados com relagdo a presenga de terpenos, e sua indicagao de respectiva
atividade antioxidante, e quantitativamente quanto a concentracdo de compostos fenolicos

presentes.

4.3.1 Caracterizacido de Grupamentos Funcionais por Espectroscopia de infravermelho

por transformada de Fourier (FTIR)

A cafeina ¢ um alcaloide, identificado como 1,3,7-trimetilxantina, cuja estrutura contém
um esqueleto de purina (Figura 14), e radicais semelhantes da teobromina, o que caracteriza a
migracdo dos elementos na quantificagdo cafeina-teobromina. A Figura 15 apresenta os
espectros de infravermelho, para os comprimentos de onda obtidos por FTIR, tanto para o

padrao cafeina quanto para os extratos obtidos das folhas, caule e flor da erva-mate.

Figura 14-Estrutura quimica da cafeina e teobromina

T

DA h/> R= Ry = CHycafeina
| R, = H R, = CH,teobromina
CH,

Fonte: Adaptado de De Maria; Moreira (2007)
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Figura 15-Espectro dos extratos ES-CO das folhas, caules, flores e frutos da erva mate
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Fonte: Autor (2019)

De acordo com os espectros de FTIR apresentados na Figura 15, observa-se na banda
de 2952 cm! refere a ligagdo C-H da cafeina (R1 e R2). Para os extratos desta ligacdo é

'€ 2916 cm™ para os obtidos de folhas, caules e flores,

observado em 2920 cm’!, 2918 cm’
respectivamente. Em 2849 cm™! tem-se o grupamento metil (CH3), que para o extrato das folhas
que ficou em 2851 cm™'. Em 1692 cm™ de comprimento de onda observa-se a ligagio C=0, que
para os extratos é observado em 1733 cm™, 1736 cm™ e 1733 cm™! para os obtidos de folhas,
caules e flores, respectivamente, estes picos apresentam espectros de intensidade média — forte.

Em 1643 cm™! observa-se a ligagdo C=C para a cafeina, para os extratos de folhas, caules
é observado para ambos em 1653 cm™! e para as flores em 1634 cm™!. Os espectros apresentaram
ainda bandas em torno de 1356 cm’!, caracteristicas de deformagdo angular C-H
(SILVERSTEIN et al., 2007). Porém comparando os espectros, observou-se estas pequenas
diferengas na forma, assim como na intensidade de algumas bandas, e isso se deve as intera¢des
presentes nas misturas.

O ntimero de onda 1237 cm’! se refere a ligagdo de C-N, sendo 1257 cm™ para o extrato

das folhas e 1259 cm™ para caule e flor de erva-mate.
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A ligagao C=0 apresenta os comprimentos de onda proximos tanto para cafeina quanto
para os extratos, dentro da faixa de 1023-1028 cm™'. E por fim a ligagio C-H com intensidade
fraca para cafeina em 859 cm™!, com deslocamento para os extratos em 773, 760 e 767 cm’!
para folhas, caule e flor respectivamente.

Ao analisar os espectros, observou-se que o espectro da cafeina ¢ muito semelhante aos
espectros obtidos dos extratos da erva-mate. Além disso, a semelhanga de estrutura quimica
entre teobromina e cafeina, componente presentes nos extratos, sugere os deslocamentos de
bandas. Em contrapartida, a reducdo da intensidade dos picos, em relacdo a linha de base ¢
devido a presenca de outras substancias nos extratos, diluido as metilxantinas cafeina e

teobromina.

4.3.2 Determinacio de Compostos Bioativos por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)

Foram avaliadas as composi¢des quimicas dos extratos e suas matérias-primas antes e
pos a extracdo supercritica com CO2 quando obtidas sob condi¢des otimas (32 MPa e 58°C).
Os resultados obtidos das analises quantitativas CLAE para folhas, caules e flor de erva-mate ¢
apresentado no APENDICE F respectivamente.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos das analises quantitativas CLAE. Foram
avaliadas as composigoes quimicas dos extratos e suas matérias-primas antes e apos a extragao
supercritica com CO; obtidas sob condigdes 6timas (32 MPa e 58 °C).

Os cromatogramas para folhas, caule e flores expressam similaridade dos picos, com
diferentes areas. De acordo com a caracterizagdo cromatografica a cafeina e teobromina como
pode ser observado na Tabela 13, se destacaram em todas as amostras, sendo os dois alcaloides
da familia das metilxantinas.

A cafeina possui diversos beneficios principalmente com efeito estimulante cerebral,
essa técnica mostrou-se extremamente promissora quando objetiva-se obter extratos com alta
concentracdo de cafeina. Especialmente nas flores que hd maior numero de compostos
representados pelos picos adicionais.

Os cromatogramas para as flores antes e pos extracdo apresentaram mais picos que as
folhas e caules. Isso indica que as flores tém mais compostos quimicos que as folhas. No extrato
de flores de erva-mate, o composto majoritario a cafeina, foi encontrado 2 vezes mais que em
folhas. Porém, as quantidades encontradas de acido clorogénico ndo estdo apresentadas, por

apresentar uma area supraquantificada, devido a sobreposicao de substancias que eluem no
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mesmo tempo de reten¢do, revelados pela pureza do pico calculada pelo software do detector
PDA. Para resolver isso, a amostra tinha que ser purificada, porém a pequena quantidade de
amostra coletada impossibilitou de refazer a analise.

Tabela 13-Conteudo de metilxantinas e polifendis, presente nas amostras de folha, caule e
flor: in natura, pds extracdo e extratos nas condi¢des de extracdo ES-CO; de pressao 32 MPa,
temperatura 58 °C

Componente Folha Caule Flor
Cafeina (mg / g)
In natura 9,287°+0,19 2,265%+0,315 61,814%+2,202
Apos Extragio 2,346°+0,046 2,693%+0,129 39,99°+3,366
Extrato 10 min 35,541°40,218 63,995°+<0,001 43,096°+1,196
Extrato 1h 40 min 17,8969+0,438 - -
Teobromina (mg / g)
In natura 14,917°+1,769 7,299+0,716 137,483%+3,661
Apos Extracio 7,076+1,483 7,526*+0,228 99,893%+59,903
Extrato 10 min 5,483%+0,024 9,64°+<0,001 48,032°+11,586
Extrato 1h 40 min 6,431°+1,483 - -
Catequina (mg / g)
In natura NI NI 136,079+6,282
Apos Extracio NI NI 145,756+50,88
Extrato NI NI NA
Epicatequina (mg / g)
In natura NI NI 5,569+0
Apés Extracio NI NI NI
Extrato NI NI NA
Rutina
In natura NI NI 8,415+0,129
Apés Extracio NI NI 6,805+0,086
Extrato NI NI NA

*NA: Nao foi possivel aplicar essa metodologia ao extrato das flores de erva-mate. NI: ndo identificado

Fonte: Autor (2019)

Avaliando as amostras das folhas de erva-mate, todas sdo diferentes entre si a nivel 95%
de confianca. Quando observamos os extratos que foram coletados em periodos diferentes de
extracdao, 10 min e 1h e 40min., notamos uma reducao de 48% na concentracao de cafeina. Isso
ocorreu devido a atuagdo da taxa difusiva no periodo do segundo extrato coletado. Podemos
acrescentar, que com isso 0s aspectos visuais também mudam quanto a cor, que passou de

amarelo claro para cor mostarda escura e a viscosidade que passou de uma viscosidade inicial
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com formacao de fios e final com formacdo de granulos. Assim, acredita-se que com na etapa
difusiva a cafeina estava proxima ao esgotamento na matéria prima, o CO2 buscou extrair outros
compostos bioativos.

Os extratos obtidos via extragdo supercritica sdo puros, concentrados, € apresentaram
em todas as partes da planta da erva-mate quantidades de 35,54 a 63,99 mg de cafeina por g de
extrato e 9,64 a 48,03 mg de teobromina por g de extrato, predominando as maiores
concentragdes de cafeina nos caules e teobromina nas flores. Este comportamento condiz com
o que foi relatado por Cassel et al. (2010), que associa a extragdo supercritica com CO> com
potencial a descafeinagdo, quando apresentar maior concentracao de cafeina nos extratos que
na matéria-prima pos — extracao. Os valores obtidos no extrato de erva-mate representam cerca
250 vezes mais concentrados que o obtido por Cardozo Junior et al/ (2003), onde a maior
concentragdo de cafeina obtida foi de 0,27 mg de cafeina por g de extrato de erva-mate tambem
utilizando a extragdo supercritica. Assim, a condicdo de temperatura e pressdao de extracao
supercritica otimizada pode ter colaborado com a obtencao de extratos mais concentrados.

Grande parte deste alcaloide a cafeina, ¢ considerado um estimulador organico,
habitualmente ingerido na forma de bebidas. Uma xicara de café pode conter em média de 80
mg de cafeina, enquanto uma lata de refrigerante cola tem em torno de 30 a 41 mg (ANDRADE
et al., 1995; MCNERNEY; COAD; BURKARD, 2014). Conforme Saldafia et al. (1999),
Esmelindro et al (2004), Cassel et al. (2010), Dartora et al. (2011), Fernandes et al. (2016) e
Fernandes et al. (2017), a tecnologia de extragdo com CO> supercritico aplicada a erva-mate
tem maior seletividade para cafeina seguido de teobromina. Os resultados alcangados neste
trabalho sugerm que a solubilidade ¢ definida como a méxima concentra¢do de soluto (erva-
mate) dissolvido na fase solvente (GUPTA; SHIM, 2007). A cafeina possui uma interacao
solvente-soluto menos energética do que a teobromina, isto €, a cafeina possui um menor
beneficio energético para os solventes pertencentes a primeira camada de solvatagdo. Apesar
disso, a solubilidade da cafeina ¢ pelo menos duas ordens de grandeza superior da teobromina,
refor¢ando a tese de que as solubilidades dessas dimetilxantinas s3o dependentes das interagdes
soluto-solvente (SALDANA et al., 1999).

A extracdo supercritica pode ser considerada um dos novos métodos de extracao
potencialmente 1til na obtencdo de compostos de alto valor agregado, por fornecer extratos
livres de solventes e sem o risco de degradagao térmica. A seletividade do processo de extragao
supercritica pode ser manipulada pela escolha do solvente, pelo controle da pressdo e da
temperatura do processo, fluxo de solvente e ainda, pelo uso de cossolventes (AGHEL et al.,

2004).
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4.3.3 Avaliacdo da Capacidade Antioxidante por FRAP e Determinac¢io de Fenolicos
Totais (FT)

Existem duas categorias bésicas de antioxidantes: sintéticos e naturais. Os antioxidantes
sintéticos sao estruturas fenolicas que podem apresentar varios graus de substituintes alquilas e
sdo adicionados as matrizes sem a intencdo de nutrir, mas de retardar o aparecimento de
alteracdes oxidativas no alimento (BRASIL, 1997). Enquanto que os antioxidantes naturais
podem ser sintetizados, mas sua obtencao deve ser de fontes naturais. Dentre os antioxidantes
naturais destacam-se compostos fenélicos, quinonas, lactonas e os polifendis (ARAUJO, 2004).
Avaliacao do potencial redutor do ferro e a determinagdo dos fenois totais (FT), sdo expressos
na Tabela 14.

As amostras foram avaliadas quanto a capacidade de redugdo através do seu potencial
antioxidante (FRAP). Os potenciais antioxidantes dos extratos de folhas, caules e flores da erva-
mate foram estimados por sua capacidade de reduzir, o ferro (Fe3+ — Fe2+) e ndo na captura

de radicais livres como outros métodos tradicionais (MOTTA ef al., 2013).

Tabela 14- Concentragdo de fenodlicos totais e acao antioxidante presente nas amostras de
folha, caule e flor: in natura, p6s extragdo e extratos nas condigdes de extragao ES-CO» de
pressdo 32 MPa, temperatura 58°C

Folhas Caule Flor
Composto/Amostra

Fenolicos Totais (ug. g amostra ')

In natura 1,058+0,144 0,48+0,051 0,914+0,029
Apos extragao 0,838+0,026 0,509+0,013 0,042+0,012
Extracto 0,254+0,122 0,101+0,025 0,249+0,046

FRAP (ug. g amostra ')
In natura 10,618+0,15 20,263+5,06 9,845+1,785
Apos extragio 19,765+1,858 11,203+1,803 14,746+1,684
Extracto 1,557+0,121 4,100+0,517 1,676+0,062

Fonte: Autor (2019)

Esta técnica ¢ a mais especifica para erva-mate, pois consegue discriminar 0s
tratamentos, havendo uma correlacdo da técnica de FRAP para polifendis e flavonoides por

serem mais eficazes a antioxidantes lipofilicos (por exemplo, tocoferois, esqualeno). Os
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extratos das folhas, caules e flores de erva-mate, quanto ao potencial antioxidante obtiveram
valores de 1,676 a 4,1 pug.g’!, sendo que o extrato do caule apresentou o maior valor de atividade
antioxidante. Observa-se também que em duas situagdes hd um aumento na atividade
antioxidante presente na matéria-prima pos-extragdo das folhas e flores. Isso ocorreu devido as
matérias primas permanecerem a 58°C por 200 min durante a extra¢dao, ocasionando uma
ativagdo na ac¢do antioxidante pela permanencia.

Para a presenca de fenolicos totais os extratos supercriticos de folhas, caule e flores de
erva-mate, apresentam valores de 0,101 a 0,254 pg.g!' de extrato, sendo o maior valor para o
extrato das folhas seguido das flores de erva-mate. Mesa et al., (2002) afirmam que os
flavonoides estdo presentes em quase todas as plantas, principalmente nas partes aéreas, mas
variam qualitativamente de uma planta para outra. Rufino et al., (2010) classificam o teor de
polifendis em trés categorias: baixo (< 10 mg/g), médio (10-50 mg/g) e alto (> 50 mg/g),
baseadas em material vegetal seco. Desta forma, considera-se baixa a concentracao de fenolicos
totais presentes nos extratos supercriticos de erva-mate. Porém, Fernandes et al. (2017)
obtiveram valores de compostos fenolicos totais em torno de 0,09 mg/g, sendo
aproximadamente 2,5 vezes inferior aos extratos de folhas e flores de erva mate deste trabalho.

Comparando as matérias-primas in natura com os extratos, tanto para as folhas, os
caules e flores, pode ser observado uma queda de 73,9% para antioxidantes e 83,2% fenolicos
totais. De modo geral, os compostos fendlicos sdo caracterizados como polares, € por isso s2o
mais facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade, por isso os extratos
apresentam valores inferiores devido a afinidade do CO> a compostos apolares. Assim ¢
importante salientar, a caracteristica de solubilidade dos fendlicos presente neste extrato, onde
o carater hidrofilico de tais substancias melhora significativamente a resposta a oxidagao. Este
fato foi observado por Porter (1993), que descreveu o “paradoxo antioxidante” como um
fendomeno no qual sequestradores de radicais livres hidrofilicos sdo antioxidantes mais efetivos
do que os sequestradores de radicais livres hidrofobicos em emulsdes de 6leo (MOREIRA,
1999).

Os conteudos de compostos fenolicos reportados na literatura, por métodos
convencionais de extragio aquosa, variam de 75,9 a 88,5 mg.g"! de erva-mate (TURNER et al.,
2011), 80-95,9 mg.g™! de extrato (DONADUZZI et al., 2003). Isto faz com que se compreenda
a afinidade do CO; com os compostos apolares e justifica o uso de cossolventes para a

potencializagdo quando a busca é por compostos polares.
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5 CONCLUSAO

A técnica de extragdo supercritica com CO; foi aplicada para especialmente para
compostos de média polaridade de diferentes partes da erva-mate. As condigdes de extragao
sobre as folhas de erva-mate foram otimizadas em 32 MPa e 58°C, obtendo-se valores 6timos
de rendimento da etapa de taxa constante, constante cinética de extra¢do e rendimento global
de 3,69 %, 0,0088 min™! e 8,78%, respectivamente.

As condi¢des otimizadas de extracao foram aplicadas para a obtengdo de extratos de
caules e flores de erva-mate, obtendo-se rendimentos globais de 1,37% e 2,24%,
repectivamente.

As cinéticas de extragcdo foram avaliadas através do modelo spline, que considera trés
etapas de transferéncia de massa. O modelo ajustou-se adequadamente aos dados
experimentais, apresentando coeficientes de determinagio (R?) superiores a 0,99. O tempo da
etapa de taxa constante (CER) foi determinado entre 23,7 e 60,6 min, sendo esta epara
responsavel pela obtengdo de 40 % do extrato.

A caracterizacdo dos extratos mostrou que o CO; tem maior seletividade para a extragao
de cafeina e teobromina. Os extratos de flores, caules e flores apresentaram 35,5 e 5,5 mg/g,
63,9 e 9,6 mg/g e 43,1 e 48 mg/g de cafeina e teobromina, respectivamente. A capacidade
antioxidante dos extratos e a presenca de compostos fenolicos foi determinada, sendo
considerada baixa, devido a baixa afinidade do CO> por compostos com estas caractristicas.

Em condi¢des otimizadas a ES-CO; ¢ uma técnica viavel para a obtencgao de extratos de
erva-mate especialmente para a extragao de compostos de média polaridade potencializando a
cafeina nas folhas, caule e flor de erva-mate, com potencial aplicacdo em alimentos,

contribuindo para a valoracao da cadeia produtiva deste produto.
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RESUMO

A erva-mate (Ilex paraguarienses St. Hill) é reconhecida pelos seus beneficios a satide
devido a presenca de substancias estimulantes do sistema nervoso central e compostos com
caracteristicas antioxidantes. Neste sentido nos utilizando a tecnologia de extracdo supercritica
com CO; para a obten¢do de extratos de folhas, caules e flores de erva-mate, sendo avaliado os
extratos obtidos quanto ao rendimento e também suas caracteristicas. As condigdes
operacionais de extragdo para as folhas foram otimizadas em 32 MPa e 58 °C, obtendo-se 8,78
% de rendimento de extrato. Para os caules e flores os rendimentos foram de 1,37 % e 2,24%,
respectivamente. A quantificacdo e identificacdo dos extratos foram avaliadas por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e FTIR. Os principais compostos
identificados foram as metilxantinas cafeina e teobromina. Em condigdes otimizadas a ES-CO»
¢ uma técnica viavel para a obtencao de extratos de erva-mate especialmente para a extracao de
compostos de média polaridade potencializando a cafeina nas folhas, caule e flor de erva-mate,
com potencial aplicacdo em alimentos, contribuindo para a valorag¢ao da cadeia produtiva deste
produto.

Palavras-chave: Biocompostos, Cafeina, CO>






ABSTRACT

Yerba mate (Ilex paraguarienses St. Hill) is recognized for its health benefits due to the presence
of central nervous system stimulating substances and compounds with antioxidant
characteristics. In this sense we used the technology of supercritical extraction with CO2 to
obtain extracts of leaves, stems and flowers of mate, being evaluated the extracts obtained as to
the yield and also its characteristics. The extractive operating conditions for the leaves were
optimized at 32 MPa and 58 ° C, yielding 8.78% of extract yield. For stems and flowers yields
were 1.37% and 2.24%, respectively. Quantification and identification of the extracts were
evaluated by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and FTIR. The main
compounds identified were the methylxanthines caffeine and theobromine. In optimized
conditions ES-CO2 is a viable technique to obtain extracts of yerba mate especially for the
extraction of compounds of medium polarity potentiating the caffeine in the leaves, stem and
flower of yerba mate, with potential application in foods, contributing to evaluate the
production chain of this product.

Key-words: Biocomposites, Cafteine, CO>






1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hill) ¢ reconhecida por apresentar propriedades
nutricionais ¢ medicinais. E nativa da Argentina, Paraguai, Uruguai e sul do Brasil. A
exploracdo econdmica desta planta esta relacionada ao comércio das folhas e caules para o
produto “erva-mate”, principalmente destinado ao chimarrao e ao tereré (MELLO, 2005). As
bebidas a base de erva-mate possuem compostos bioativos origindrios da planta, tais como
compostos fenolicos, metilxantinas e saponinas. Estes compostos sdo benéficos a saude,
possuindo efeitos hipocolesterolémicos, hepatoprotetores diuréticos e propriedades
antioxidantes (HECK; DE MEIJIA, 2007; RIVELLI et al., 2007, BIXBY et al., 2005; FILIP et
al., 2000; GUGLIUCCI; STHAL, 1995), na melhoria da tolerancia a glicose (KANG et al.,
2012; PEREIRA et al., 2012), anti-inflamatérios (ARCARI et al., 2009; PIMENTEL et al.,
2012), atuando sobre o sistema de defesa do organismo e prevenindo a aterosclerose e doengas
coronariana. A cafeina, por exemplo, € importante para aumentar a exitabilidade do sistema
nervoso central (SILVESTRE, GIANONI, PEREIRA, 2018; HAUSCHILD; ADAMI, 2018,
ALKHATIB; SEIJO; LARUMBE, 2015), e a teobromina possui a¢do vasodilatadora (LIMA
et. al., 2005).

Desta forma, processos tecnoldgicos que visem a preservagdo dos compostos bioativos
da erva-mate durante obtencdo sdo estratégias a considerar na busca por outras formas de
consumo da matéria-prima. O processo de obten¢do desses produtos naturais bioativos
corresponde a trés fases principais: extragdo a partir da matéria vegetal, fracionamento do
extrato ou dleo e purifica¢do do principio ativo (BARRETO Jr, BISCAIA Jr, 2005).

A tecnologia supercritica € uma alternativa aos processos de extragdao existentes, com
possibilidade de alcance de maior seletividade e obtengdo de extratos livres de solvente. As
propriedades dos fluidos supercriticos elevam as taxas de extragdo e os rendimentos,
comparativamente com os solventes gasosos, uma vez que as altas massas especificas dos
fluidos conferem grande poder de solvatacdo, enquanto os baixos valores de viscosidade
combinados com valores de difusividade fornecem alto poder de penetragdo na matriz solida
(et al., 2004; TSAO; DENG, 2004). A extragdo com CO> em estado supercritico resulta na
recuperacao de compostos sem residuos toxicos, sem degradacdo de componentes ativos, que
podem ser recuperados em alta pureza e apresentam “status GRAS (Generelly Reconized As
Safe)”. Além disso, o alto gradiente de pressao entre a coluna de extracdo e a saida do extrator
pode produzir extratos livres de micro-organismos e esporos, com maior vida tutil quando

comparados aos extratos obtidos por processos a baixa pressao (DIAZ-REINOSO et al, 2006).
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No campo da industria de alimentos, o processo assistido por extragdo supercritica com
CO; tem sido usado principalmente para desenvolver materiais de embalagem de alimentos
ativos usando compostos naturais (BELIZON et al., 2018; YILDIRIM et al., 2018; CEJUDO
BASTANTE et al, 2017), para impregnar materiais de grau alimenticio com produtos
nutracéuticos para aplicagdes alimentares funcionais (ROJAS et al., 2019; PANTI'C et al.,
2016), e usado comercialmente para a descafeinagao de café e cha (PARK et al., 2007; TELLO,
VIGUERA, CALVO, 2011), e para extrair sabores de folhas de plantas, lipidios do leite, 6leos
de peixe, alcool de bebidas (BRUNNER, 2005)

Desta forma, este trabalho tem por objetivo verificar se a tecnologia de extracao
supercritica com CO> pode ser uma alternativa a cadeia produtiva de erva—mate para a obtencao
de compostos bioativos da erva-mate, incluido partes da planta sem exploracao comercial. Além
disso, buscou-se otimizar o processo extrativo quanto aos efeitos da temperatura e pressdo do
fluido supercritico sobre o rendimento, analizar a cinética de extracdo quanto aos mecanismos
de transferéncia de massa e avalior os extratos obtidos quanto a presenca de compostos

bioativos e potencial antioxidante

2 MATERIAL E METODOS

2.1 AMOSTRAS DE ERVA-MATE

As amostras foram coletadas em um erval ndo sombreado, cultivado sob técnicas
convencionais de manejo na cidade de Ilopolis-RS, latitude: -28,93° e longitude: -52,07°.
Foram separadas as partes ndo integras, homogeneizados e secos em secador de bandejas com
ar for¢ado na temperatura de 25°C por 24 h para folhas e 48 h para caules. As flores ficaram em
ultrafreezer a -18°C por 24h ap6s foram liofilizadas (Liofilizador LS3000- Terroni) por 48 h.
Apbs, as amostras foram moidas (TE-631/3- TECNAL) e as particulas padronizadas em um
jogo de 14 a 200 mesh (Tyler). Entdo, as amostras foram armazenadas a vacuo em pacotes em

polipropileno em temperatura de 4 °C até o uso que ocorreu em um periodo maximo de 15 dias.
2.2 EXTRACAO SUPERCRITICO
2.2.1 Descricao Da Unidade De Extra¢ao Supercritica

O equipamento de extracdo supercritica utilizado foi desenvolvido pela empresa

MAQ’NAGUA/SP, n° série: BR-002-PL, ano de fabricacio 06/2017. A unidade de extracéo foi



construida em aco inoxidavel 316 L. No sistema, o cilindro de CO> (1) alimenta a linha de
extracdo onde esta situado o mandmetro 1M através da abertura da valvula V1. A linha de
solvente (CO2) passa por um banho termostatico de circulacao (2) para refrigeracdo, garantido
que o solvente permaneca em estado liquido. Entdo, a bomba pneumatica pressuriza o CO2 na
condi¢do de trabalho (verificado no manometro 2M), encaminhando o CO, para a célula de
extracao (4). A célula de extracdo fica imersa em banho termostatico (3) que controla a
temperatura de extragdo. O controle da vazao do sistema € realizado através da valvula V4 e da
valvula micrométrica (Vm) tipo agulha aquecida (5). O soluto ¢ coletado em frascos dmbar (6)

e o fluxo de saida de CO, ¢ medido através medidor através de um fluxometro (7).

2.2.2 Conducio Experimental

O sistema foi alimentado com 50 g de matéria-prima, adicionada a célula de extracao.
Aguardou-se até a temperatura atingir a condi¢do experimental (35,9°C a 64,1°C). Pressurizou-
se o sistema com CO2 (White Martins 99,99%) na condi¢do experimental (15 a 33 Mpa),
mantendo-se em condi¢des estaticas por 2 horas. Entdo, iniciou-se a extracdo dindmica, com
vazao de COz de 7,92 g/min. O banho de refrigeragdo do COz (2) foi mantido a 6 °C e a valvula
micrométrica (Vm) foi mantida a 65 °C. Em intervalos pré-determinados a massa de amostra

coletada foi pesada a fim de calcular o rendimento de extragao, de acordo com a equacgio 1:

R = @ * 100% (1)

0

sendo, R o rendimento de extra¢do (%), mexr a massa de extrato obtido (g) ¢ Fo a massa da

amostra alimentada no sistema.

2.2.3 Analise dos dados e otimizacdo da Extraciao Supercritica com CO:2

Para a otimizacao da obtencdo de biocompostos de folhas de erva-mate por extracao
com fluido supercritico foram utilizadas técnicas sequencias de planejamento experimentais.
Para isso, foi realizado um delineamento composto central rotacional (DCCR), de acordo com

Montgomery; Ruger, (2003), apresentando na Tabela 1

Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental e seus respectivos resultados de rendimento
na etapa de taxa constante (Rcgr), constante cinética (k) e rendimento global (Rx) da ES-CO»
sobre folhas de erva-mate

Ensaios X1 X2 Rcer k R
(Pressiao, em MPa) (Temperatura, em (%) (103min) (%)
OC)

1 -1(15) -1 (40) 0,39 15,232 0,90
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2 -1(15) +1(60) 0,10 4,231 0,36
3 +1(30) -1(40) 1,72 18,606 4,76
4 +1(30) +1(60) 2,17 9,504 7,81
5 0(22,5) 0(50) 1,25 4,038 6,63
6 0(22,5) 0(50) 2,92 4,212 6,74
7 0(22,5) 0(50) 1,84 7,639 5,12
8 -a(11,925) 0(50) 0,04 16,233 0,10
9 +0.(33,075) 0(50) 2,37 18,587 4,44
10 0(22,5) -1 (35,9) 1,19 3,793 8,30
11 0 (22,5) +o, (64,1) 2,13 4,186 8,88

Fonte: Autor (2019)

O modelo cinético de Andrich et al. (2005) (eq. 2) foi utilizado para correlacionar os
dados de extragdo, obtendo-se os valores do rendimento global (R«) e constante cinética de

extragdo (k).

R =Ry (1—ekD) 2)
sendo, R o rendimento (g/g) em um tempo “t” qualquer (min), R o rendimento global (g/g)
quando t—oo e k a constante cinética (min™).

Além disso, para a definicdo das etapas de transferéncia de massa, bem como o
rendimento de extrato em cada uma delas, os modelos Spline propostos por Meireles (2008) e

Jesus et al. (2013) foram utilizados, conforme as equagdes 3, 4 ¢ 5.

quando t < tcgg

Q
PEXT = po + (byxtx 22) 3)

0 0

quandO tCER <t< tFER

Q Q
EXL = by + (byxtx 22) + (b, x ALy x 222) 4)

quando t > tpgr

_mEXT - bO + (bl xXtx QCOZ) + (bz X ALl X QCOZ
Fo Fy Fo

)+(b3xAL2xQ§—:2) (5)
sendo,bp o coeficiente linear da linha de taxa de extragdo constante (CER, em g/g), b o
coeficiente de inclinac¢do da linha reta CER (g/g-min), fisicamente relacionado com a massa de
extrato obtida no tempo CER (mcEr), b2 o coeficiente de declividade da taxa de extracdo no

periodo FER (g/g'min), bs o coeficiente de inclinagdo da difusdo controlada (g/g-min), Q¢o, €



a vazdo massica de CO; (g/min), Fo a massa de amostra, AL; e AL, pardmetros relacionados

aos tempos maximos tcer € trer, respectivamente, em que:

ALy =t — tegr (6)

AL, =t — tpgg (7)

Desta forma, os parametros b, ¢ AL, dos modelos foram ajustados através de um
algoritmo foi implementado no MS Excel, utilizando ferramenta SOLVER associado ao Visual
Basic for Applications, baseado nos trabalhos de Santos (2007), Santana (2013) e Santana
(2016). O rendimento de extrato no tempo CER foi calculado substituindo o tempo por tcer na
equacao 3.

Os efeitos principais, de interagdo e quadraticos das variaveis independentes foram
testadas por andlise de variancia (ANOVA) a uma probabilidade do Erro Tipo I menor 5%
(p<0,05). As condig¢des experimentais 6timas para R_Cer, R _inf e k foram obtidas utilizando a
funcdo desirability de Derringer, para-encontrar as condi¢cdes de operacdo que garantam para
todas as respostas envolvidas e, a0 mesmo tempo, proporcionar a melhor resposta conjunta

(VERA CANDIOTI et al., 2014).

2.3 METODOS DE CARACTERIZACAO DA ERVA-MATE E EXTRATOS

As amostras obtidas apds 10 min de extragdo foram coletadas e diluidas em metanol
grau (HPLC) para andlise cromatografica, potencial oxidante e fenolicos totais. Apds esta
mesma dilui¢do foi utilizada para a realizadas das demais andlises fenolicos totais e de
antioxidante. Com exce¢do da andlise de FTIR que foi usado os extratos puros de cada matéria-
prima.

2.3.1 Caracterizacio de Grupamentos Funcionais por Espectroscopia de Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR)

As caracterizagdes de grupamentos funcionais foram determinadas por espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR-Agilent, Cary 630) na faixa espectral de
4.000 a 650 cm™!, e um diamante de 1 ressalto. Os espectros foram obtidos com a co-adi¢do de
48 scans na resolucdo de 4 cm™. O software MicroLab foi usado para coletar os dados e criar

um método para futuras analises de amostras desconhecidas.
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2.3.2 Determinac¢io de Compostos Bioativos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

As analises foram realizadas em um cromatografo liquido (Flexar, Perkin Elmer), com
detector de comprimento de onda variavel Flexar PDA, ajustado em 280 nm. Os comprimentos
de onda 330 e 225 nm também foram monitorados. Para fase estacionaria, foi utilizada uma
coluna ACE C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pum). Foram pesquisadas as substancias quimicas de
referéncia (SQR) dacido ferulico (99%, lote STBC5005V), cafeina (lote C0750), acido
clorogénico (>95% lote SLBS0103V) e teobromina (>99% lote BCBS1162V) da marca Sigma
Aldrich (FAVARETTO, 2014) e catequina (lote BCBC2740), epicatequina (lote
BCBC8078V), rutina (lote BCBD8327V) da marca Sigma Aldrich (SCHEFFER-BASSO et al.,
2018), foram preparadas na concentragio de 1,0 mg.mL"!, em metanol. O comprimento de onda
de maxima absorcdo foi de 260 nm para quercetina e de 280 nm para rutina, catequina e

epicatequina. Os dados das areas dos picos foram integrados em Software Chromera

2.3.3 Avaliacao da Capacidade Antioxidante por FRAP

O potencial antioxidante redutor férrico (FRAP) foi realizado de acordo com Benzie,
Strain (1996) com modificagcdes de Arnous; Makris; Kefalas (2002). Para a realizagdo do
ensaio, uma aliquota de 200 uL de amostra (extrato) foi adicionado ao tubo 200 uL de solugdo
de cloreto férrico 3 mM, deixados emrepouso por 30 minutos a 37 °C. Em seguida, foi
adicionado 3600 uL da solugdo TPTZ em ambiente escuro durante 10 minutos para a reagao.
Apos os 10 minutos, o espectrofotometro foi zerado com o branco e apos realizado a leitura das

amostras em 620 nm, os resultados foram expressos em pg/ g de amostra.

2.3.4 Determinacio dos Compostos Fendlicos Totais (FT)

Em ambiente escuro foram adicionados em tubos de ensaio 1 mL do extrato diluido em
metanol, 5 mL de dgua destilada e 1 mL etanol. Apds foi adicionado 0,5 mL de reagente Folin-
Ciocalteu, agitou-se por 3 segundos e adicionou-se 1 mL de solucdo aquosa com 7,5% de
carbonato de sodio (Na2CO3), agitou-se novamente para alcalinizar a solucdo. Deixa-se em
repouso a solu¢do em temperatura ambiente e ao abrigo de luz durante 1 hora e efetua-se as
leituras a 765 nm. Foram realizadas em espectrofotometro (eppendorf- BioSpectrometer) e
leituras em triplicata da absorbancia. A quantificagdo foi feita com base em uma curva padrao
de acido galico, e os resultados foram expressos em pg / g de amostra (SINGLETON; ROSSI,
1965).



2.4  Analise estatistica dos resultados

As caracteristicas das folhas antes e ap0ds a extragdo bem como dos extratos obtidos, em
relacdo a composi¢dao, compostos fenolicos totais e atividade antioxidante foram avaliados
estatisticamente, através de analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey, um nivel

de significancia de 5% (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PERFORMANCE E OTIMIZACAO DA EXTRACAO SUPERCRITICA

Visualmente, os extratos de erva-mate, apresentaram coloragdo amarela, viscosos, com
aspecto ceroso, ¢ aroma semelhante ao tradicional “chimarrao”, porém com maior intensidade.
Estas caracteristicas se aplicam para todos os extratos (folhas, caule e flores), com diferencas
na viscosidade.

A cinética da extracdo de folhas de erva-mate, compreende no ganho de massa em
funcio do tempo. O fluxo de massa de didéxido de carbono foi mantido constante em 4 L.min!
e desta forma, o tempo de extragdo foi facilmente convertido em massa de dioxido de carbono
utilizado. As coordenadas das curvas expressam o rendimento de extracao por massa de dioxido
de carbono que fluiu através da célula extratora.

A partir das cinéticas de extragdo, os modelos cinéticos de primeira ordem (eq. 2) foram
aplicados de acordo com o proposto por Andrich et al. (2005) e ao modelo Spline propostos por
Meireles (2008). Os resultados foram obtidos a partir do ajuste dos modelos aos dados
experimentais, e utilizados para a analise dos dados deste planejamento.

Os resultados da Tabela 1 foram submetidos a andlise de variancia para verificagcdes dos
efeitos significativos sobre as respostas (material suplementar). Os modelos foram definidos de
acordo com 0 R%justado. Os modelos estatisticos gerados a partir do planejamento proposto estdo
apresentados nas equacdes 8, 9 e 10, para rendimento na etapa de taxa de extracdo constante

(RcEr), constante de transferéncia de massa (k) e rendimento global (R«), respectivamente.

Regr = 2,285 + 0,839. X, — 0,626. X2 — 0,3966X2 (8)

k = 0,0048 + 0,0014. X, + 0,0065. X7 — 0,0025X, 9)
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Ry, = 6,166 + 2,182.X, — 2,446.X? + 0,722X2 + 0,895X,. X, (10)

A Figura 1, apresenta as superficies de resposta da extragao supercritica com CO2 (ES-
CO») das folhas de erva-mate para os parametros pressao e temperatura convergindo em
rendimento global (Rw), coeficiente de transferéncia de massa (k) e rendimento na etapa de
extracao constante (Rcer), obtidas a partir dos modelos estatisticos.

A resposta gerada pelo modelo de segunda ordem para o rendimento da taxa de extragao
constante (R.gpgr) estdo apresentados na Figura 1.a. A respectiva equacdo (8) mostra que a
pressd@o ¢ um fator importante (X;). O efeito linear da pressdo (Xi) apresenta coeficientes
positivos para todas as respostas, o que significa que pressdes maiores produzirdo maiores
rendimentos. As linhas de contorno no alto da superficie, correspondem aos experimentos 4, 10
e 11 da Tabela 1, e mostram que os valores de R;gg preditos pelo modelo aumentam
sensivelmente com aumento da pressao at¢ um determinado ponto, entre 22,5 MPa e 30 MPa,
caracterizando um domo na superficie de resposta. Isso ¢ caracteristico do coeficiente relativo
ao efeito quadratico da pressio (X?#) onde o autovalor é negativo. Conforme Perrut et al., (1997),
o incremento da pressdo proporciona um aumento significativo no rendimento do extrato,
principalmente de compostos de alto peso molecular, como aqueles que conferiram uma
pigmentacdo amarela ao extrato. Da mesma forma, o valor negativo do efeito quadratico da

temperatura (X3) sugere a existéncia de ponto de 6timo proximo ao ponto central.



Figura 1- Superficie de resposta para ES-CO; para folhas de erva-mate para os parametros
pressao (X1) e temperatura (X2) convergindo a) rendimento no periodo de taxa constante de
extracdo (Rcgr); b) constante de transferéncia de massa (k); ¢) rendimento global (Ro)
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Para a constante cinética k, os valores positivos do efeito quadratico da pressdo (X2)
configuram um vale para a superficie de resposta da Figura 1.b.,que indica um ponto de resposta
minima, e quer dizer que com regides extremas do planejamento a velocidade de extragdo ¢
maior. J& os efeitos lineares da pressao e temperatura (X e Xo, respectivamente) indicam que
o aumento da pressdo e a reducdo da temperatura podem favorecer a velocidade de extracao.

Ao comparar a Figura 1l.a com a Figura 1.c, observa-se que a temperatura exerce
influéncia contraria sobre o rendimento global (R, ) e o rendimento da etapa de taxa constante
(Rcgr)- Enquanto um domo ¢ formado na primeira, um vale ¢ formado na segunda, demostrando
que para R as condi¢des extremas sdo ruins e para R sdo boas. Por isso 0 X2 da equagdo 8
¢ negativo e da equacao 10 ¢ positivo. O fato de poder operar o equipamento em uma regiao
com baixas temperaturas obtendo um bom rendimento acarreta na garantia da integridade das
substancias termossensiveis. Desse modo, a extragdo supercritica com CO> pode apresentar
grande vantagem em relacdo aos métodos convencionais, nos quais algumas vezes,
obrigatoriamente, devem ser usadas altas temperaturas. Ainda, com emprego de temperaturas
brandas, o consumo de energia ¢ menor o que representa uma consideragdo econdmica €
ambiental a ser analisada.

Através da analise das curvas de nivel, ficou evidente que o modelo desenvolvido nao ¢
linear. Com isso, buscou-se uma técnica que se adaptasse a essas condi¢des de otimizagdo,
sendo utilizada a funcdo de desejabilidade do programa STATISTICA 7.0, que permite, obter
os valores de otimo dos parametros investigados. Isto €, conseguir converter as multiplas
variaveis respostas em uma Unica, combinando as respostas individuais em uma fungao
composta, seguida por sua otimizagdo (VERA CANDIOTI et al., 2014). O valor para a
desejabilidade foi de 0,81639, que ¢ aceitavel (0 < d; <1). Quanto maior o valor de D, mais
conveniente € a resposta do sistema, ou seja, maior € a sensibilidade, sendo que o valor méximo

de D ¢ a condi¢ao otimizada do sistema.

3.2 CINETICAS DE TRASNFERENCIA DE MASSA NAS CONDICOES
OTIMIZADAS

Os parametros que afetam o processo de extracdo supercritica podem ser divididos em
caracteristicas do material ¢ em pardmetros de processo (MARTINEZ; VANCE, 2007). Entre
os parametros de processo destaca-se o tempo de operagdo. Nesta etapa, um estudo mais
detalhado do processo de transferéncia de massa foi realizado. Nele, as condi¢des otimizadas

de pressao (32 Mpa) e temperatura (58°C) foram aplicadas para extracdo de compostos de



caules e flores da erva mate. Apos realizacdo dos experimentos e obten¢do das respostas o
modelo Spline ajustado aos pontos experimentais de rendimento. As curvas cinéticas (Figura
2), mostraram que a maior taxa de extracdo e o maior rendimento de extracdo por extracao
supercritica com CO; foi das folhas seguido das flores e caules. As taxas de extracdo foram
superiores no inicio do processo, ¢ apresentam uma rapida redugdo na taxa de extra¢ao nos
instantes seguintes. Curvas deste tipo representam cinéticas de extragao tipo I, quando a matriz
vegetal apresenta material extrativel de facil acesso ao solvente (CAVALCANTI, 2013). A
primeira etapa ¢ a extracao do 6leo de facil acesso, onde a resisténcia a transferéncia de massa
deve-se a fase solvente (CER); a segunda etapa ¢ o esgotamento do 6leo de facil acesso do
material particulado do inicio da célula extratora, iniciando o processo difusivo (FER); e a
terceira ¢ caracterizada predominantemente pelo mecanismo de difusdo, onde hé o esgotamento

do dleo de facil acesso ao longo de todo o leito de particulas.

Figura 2- Curvas cinéticas de extragdo supercritica nas condigdes otimizadas (32 MPa e 58°C)
de folhas, caules e flores de erva-mate e as respectivas etapas de transferéncia de massa: CER:

taxa constante (convectivo), FER: taxa decrescente e Dif: difusdo constante
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Fonte: Autor (2019)

Cassel et al. (2010) observaram comportamentos cinéticos similares aos observados
neste estudo para a ES-CO; aplicado a folhas de erva-mate. Outros autores também relatam
curvas de extracdo semelhantes a estas para diferentes matrizes solidas, tais como, bagago de

soja (ALVAREZ et al., 2019), folhas de rabanete (GOYENECHE et al., 2018), frutos de erva-
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mate (FERNANDES et al., 2017), sementes de coentro (ZEKOVI'C et al., 2017), Eupatorium
intermedium (CZAIKOSKI et al, 2015), gengibre (MESOMO et al, 2012) , erva doce
(RODRIGUES et al., 2002) e café (BRUNNER, 1994).

A interseccdo entre as duas primeiras retas determina o término do periodo de taxa
constante de extracdo (tcgr) € a intersec¢do entre a segunda e terceira reta determina o final do
periodo de taxa decrescente de extragao (trer), onde a partir deste ponto inicia-se o periodo de
extracdo controlado pela difusdo (DC). Quando o material possui alto conteudo de extrativeis,
a transferéncia de massa ocorre predominantemente em velocidade constante, sendo a
velocidade de extragdo controlada pela solubilidade do substrato no solvente
(MUKHOPADHYAY, 2000). Outros pesquisadores observaram a mesma tendéncia aplicado a
extragdo supercritica em plantas (MESOMO et al., 2012; CZAIKOSKI et al., 2015). Na Tabela
2, sdo apresentados os parametros cinéticos do modelo Spline aplicados as cinéticas de extracao

supercritica de folhas, caules e flores de erva-mate.

Tabela 2- Pardmetros cinéticos do modelo Spline aplicados as cinéticas de extracdo

supercritica de folhas, caules e flores de erva-mate

Matéria Prima erva mate Folhas Caule Flor
Rx (%) 8,78 1,27 2,17
b0 (g/g)10° 1,213 0,170 -0,359
b1 (g/g-min)-10° 3,72 1,51 2,33
b2 (g/g-min)-10° -1,24 -1,19 -1,14
b3 (g/g-min)-103 -1,542 -0,069 -0,822
tcer (min) 60,59 22,69 23,89
trer (min) 117,91 133,34 66,30
Ycer (g extrato/g CO2)-10° 3,84 1,56 2,23
Rcer (%) 3,69 0,56 0,85
QM:-107 7,14 20,3 2,08
R? 0,999 0,999 0,997

No caso das folhas de erva-mate, o rendimento de extracdo aumenta gradativamente
com o decorrer da extracdo, atingindo 3,69% aos 60 min de extracdo (Tabela 2). Este valor
coincide com o valor predito pelo modelo estatistico e corresponde ao rendimento da etapa
convectiva (CER), sendo cerca de 44% dos compostos passiveis de serem extraidos nesta
condig¢do. No caso dos caules e das flores o rendimento da etapa convectiva (CER) corresponde

a 0,56% (ap6s 22 min) e 0,85% (ap6s 23 min), respectivamente, demonstrando que esta etapa



corresponde a extra¢do de em torno de 45% dos compostos extraiveis da erva mate por CO>
supercritico.

Além disso, verifica-se que as duas primeiras etapas da curva de extracao (CER e FER)
representam mais de 70% do rendimento global, sendo que aproximadamente 40% da eficiéncia
do processo ¢ devida a etapa de taxa constante de extracdo (CER) e o restante a taxa decrescente
(FER). Estes resultados estdo no intervalo de rendimentos sugerido por Pereira; Meireles
(2010) e Jesus et al. (2013), ao justificar a relevancia no periodo CER, uma vez que os
fendomenos que ocorrem ao longo do processo. Assim como as caracteristicas da matéria-prima,
podem ser explicados pelo modelo.

Os valores de tcer € Rcgr representam aproximadamente o tempo minimo que um ciclo
ES-CO» deve durar e o rendimento minimo de extracdo esperado em uma dada condi¢ao de
processo (MEIRELES, 2008). Com esses parametros inicial pode-se prever o scale-up e a
viabilidade econdomica do processo pode ser investigada, fazendo a estimativa do custo de
fabricagdo, como descrito por Rosa e Meireles (2005). O parametro tcer, pode ser usado como
uma estimativa inicial do tempo de ciclo quando se realizam investigacdes exploratorias sobre
a viabilidade economica do processo extracao supercritica.

Em relacdao aos coeficientes de transferéncia de massa, o coeficiente b; apresentou a
mesma grandeza para os diferentes materiais (10°). Os valores negativos de by indicam uma
reducdo da taxa de extracdo, proporcional entre as folhas, caules e flores. Ja o valor de bs ¢, em
modulo, duas ordens de grandeza maior para as folhas que para os caules, indicando que a etapa
difusiva na folha ¢ mais predominante e importante que no caule ou que nas flores. Este perfil
¢ caracteristico quando ja ndo ha material extrativel disponivel e o arraste de extrato ¢ menor
devido a transferéncia de massa ser menor. Valores de Ycer, Rcer € tcer para diferentes
materiais sdo apresentados na Tabela 3, onde destaca-se que a erva-mate possui valores tipicos

observados na literatura.

Tabela 3- Comparativo dos parametros tcer, Rcer € Ycer com a literatura

Matéria-prima tcer (min)  Rcer (%) Ycrr (g/g CO2). 10° Referéncias
Folhas erva-mate 60,59 3,69 3,84
Caule erva-mate 22,69 0,56 1,56 Este trabalho
Flor erva-mate 23,89 0,85 2,23
Farelo de arroz 70 9,4 3,98 Jesus et al. (2013)

A relagao massica de extrato obtido por solvente utilizado no periodo da etapa constante

de extraciio a taxa constante (Ycer) é de 3,84 x 107 g/g para as folhas, 2,23 x 107 g/g para as
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flores e 1,56 x 10~ g/g para os caules. Este ¢ um importante pardmetro no dimensionamento de
sistemas de extracdo, pois estd associado com o consumo de solvente pela planta de extragao.
O estudo da cinética e modelagem da ES-CO; de erva-mate sao ferramentas importantes
para projetos de escala industrial. A modelagem das curvas de extracdo da erva-mate fornece
informacdes sobre o mecanismo de transferéncia de massa na extragao supercritica, auxiliando
a defini¢do de metodologias para estudos de ampliacdo de escala. E possivel dizer que uma das
vantagens do modelo spline ¢ que apenas os dados cinéticos da ES-CO; sdo suficientes para

realizar a modelagem matematica das curvas globais de extragao (JESUS et al., 2013).

3.3 CARACTERIZACAO DA ERVA-MATE E EXTRATOS

3.3.1 Caracterizacio de Grupamentos Funcionais por Espectroscopia de infravermelho

por transformada de Fourier (FTIR)

A cafeina ¢ um alcaloide, identificado como 1,3,7-trimetilxantina, cuja estrutura contém
um esqueleto de purina e radicais semelhantes da teobromina, o que caracteriza a migrag¢ao dos
elementos na quantificacdo cafeina-teobromina. A Figura 3 apresenta os espectros de
infravermelho, para os comprimentos de onda obtidos por FTIR, tanto para o padrao cafeina
quanto para os extratos obtidos das folhas, caule e flor da erva-mate.

De acordo com os espectros de FTIR apresentados na Figura 3, observa-se na banda de
2952 cm™! refere a ligagdo C-H da cafeina (R1 e R2). Para os extratos desta ligag¢io é observado
em 2920 cm™!, 2918 cm™ € 2916 cm™! para os obtidos de folhas, caules e flores, respectivamente.
Em 2849 cm! tem-se o grupamento metil (CH3), que para o extrato das folhas que ficou em
2851 cm™'. Em 1692 cm™' de comprimento de onda observa-se a ligagdo C=0, que para os
extratos ¢ observado em 1733 cm™!, 1736 cm™ e 1733 cm! para os obtidos de folhas, caules e
flores, respectivamente, estes picos apresentam espectros de intensidade média — forte.

Em 1643 cm™! observa-se a ligagdo C=C para a cafeina, para os extratos de folhas, caules
é observado para ambos em 1653 cm™! e para as flores em 1634 cm™. Os espectros apresentaram
ainda bandas em torno de 1356 cm’!, caracteristicas de deformagdo angular C-H
(SILVERSTEIN et al., 2007). Porém comparando os espectros, observou-se estas pequenas
diferencas na forma, assim como na intensidade de algumas bandas, ¢ isso se deve as interagoes

presentes nas misturas.



Figura 3- Espectro dos extratos ES-CO» das folhas, caules, flores e frutos da erva mate
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Fonte: Autor (2019)

J4 o ntimero de onda 1237 cm™! se refere a ligagdo de C-N, sendo 1257 cm™ para o
extrato das folhas e 1259 cm™ para caule e flor de erva-mate. A ligagdo C=0 apresenta os
comprimentos os comprimentos de onda proximos tanto para cafeina quanto para os extratos,
dentro da faixa de 1023-1028 cm™. E por fim a ligagio C-H com intensidade fraca com
comprimento de onda para cafeina de 859 cm™, com deslocamento para os extratos em 773,
760 e 767 cm™! para folhas, caule e flor respectivamente.

Ao analisar os espectros, observou-se que o espectro da cafeina ¢ muito semelhante aos
espectros obtidos dos extratos da erva-mate. Além disso, a semelhanga de estrutuca quimica
entre teobromina e cafeina, componente presentes nos extratos, sugere os deslocamentos de
bandas. Em contrapartida, a reducao da intensidade dos picos, em relacdo a linha de base ¢
devido a presenca de outras substancias nos extratos, diluido as metilxantinas cafeina e

teobromina.

3.3.2 Determinacio de Compostos Bioativos por Cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE)

Foram avaliadas as composi¢des quimicas dos extratos e suas matérias-primas antes e

pos a extracdo supercritica com CO> quando obtidas sob condigdes 6timas (32 MPa e 58°C).
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Os resultados obtidos das analises quantitativas CLAE para folhas Figura 4, os demais
cromatogramas estdo presente em material suplementar.

Os cromatogramas para folhas, caule e flores expressao similaridade dos picos, com
diferentes areas. De acordo com a caracterizagdo cromatografica a cafeina e teobromina como
pode ser observado na Tabela 4, se destacaram em todas as amostras, sendo os dois alcaloides

da familia das metilxantinas.

Figura 4- Cromatrogramas de folhas, caule e flor de erva mate do extrato obtido por extracdo
supercritica a 32 MPa e 58°C

Folhas Caule Flor

1 b T 1

In Natura

Pés Extracdo

Extratos

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos das analises quantitativas CLAE. Foram
avaliadas as composi¢des quimicas dos extratos e suas matérias-primas antes € pos a extragao
supercritica com CO> quando obtidas sob condi¢des 6timas (32 MPa e 58 °C).

O composto majoritario a cafeina, para flores de erva-mate foi encontrado 2 vezes mais
ao que para as folhas. Avaliando as amostras das folhas de erva-mate, todas sao diferentes entre
si a nivel 95% de confianga. Quando observamos os extratos que foram coletados em periodos
diferentes de extra¢dao, 10 min e 1h e 40min., notamos uma redugao de 48% na concentragao
de cafeina. Isso ocorreu devido a atuacdo da taxa difusiva no periodo do segundo extrato
coletado. Podemos acrescentar, que com isso os aspectos visuais também mudam quanto a cor,
que passou de amarelo claro para cor mostarda escura e a viscosidade que passou de uma
viscosidade inicial com formagao de fios e final com formacao de granulos. Assim, acredita-se
que com na etapa difusiva a cafeina estava proxima ao esgotamento na matéria prima, o CO>
buscou a extrair outro composto bioativos.

Os extratos obtidos via extracdo supercritica sao puros, concentrados, € apresentaram
em todas as partes da planta da erva-mate quantidades de 35,54 a 63,99 mg de cafeina por g de

extrato e 9,64 a 48,03 mg de teobromina por g de extrato, predominando as maiores



concentragdes de cafeina nos caules e teobromina nas flores. Este comportamento condiz com

o que foi relatado por Cassel et al. (2010), que associa a extragdo supercritica com CO2 com

potencial a descafeinagdo, quando apresentar maior concentracao de cafeina nos extratos que

na matéria-prima pés — extracdo. Os valores obtidos no extrato de erva-mate representam cerca

250 vezes mais concentrados que o obtido por Cardozo Junior ef a/ (2003), onde a maior

concentracao de cafeina obtida foi de 0,27 mg de cafeina por g de extrato de erva-mate tambem

utilizando a extrag¢do supercritica. Assim, a condi¢do de temperatura e pressdo de extragao

supercritica otimizada pode ter colaborado com a obtenc¢do de extratos mais concentrados.

Tabela 4 - Contetido de metilxantinas e polifenois, presente nas amostras de folha, caule e

flor: in natura, pos extracao e extratos nas condi¢des de extracdo ES-CO; de pressdao 32 MPa,

temperatura 58 °C

Componente

Folha

Caule

Flor

Cafeina (mg / g)

In natura

9,287*+0,19

2,265*+0,315

61,814%+2,202

After extraction

2,346°+0,046

2,693%+0,129

39,99+3,366

Extract 10 min

35,541°40,218

63,995°£<0,001

43,096"+1,196

Extract 1h 40 min

17,8969+0,438

Teobromine (mg / g)

In natura 14,917%+1,769 7,299°+0,716 137,483%+£3,661
After extraction 7,076%+1,483 7,526%+0,228 99,893%+59,903
Extract 10 min 5,483%+0,024 9,64%+<0,001 48,032%+11,586
Extract 1h 40 min 6,431%+1,483 - -
Catequin (mg / g)
In natura NI NI 136,079+6,282
After extraction NI NI 145,756+50,88
Extract NI NI NA
Epicatequin (mg / g)
In natura NI NI 5,569+0
After extraction NI NI NI
Extract NI NI NA
Rutin
In natura NI NI 8,415+0,129
After extraction NI NI 6,805+0,086
Extract NI NI NA

*NA: Nao foi possivel aplicar essa metodologia ao extrato das flores de erva-mate. NI: nao identificado

Grande parte deste alcaloide a cafeina, ¢ considerado um estimulador organico,

habitualmente ingerido na forma de bebidas. Uma xicara de café pode conter em média de 80

mg de cafeina, enquanto uma lata de refrigerante cola tem em torno de 30 a 41 mg (ANDRADE

et al., 1995; MCNERNEY; COAD; BURKARD, 2014). Conforme Saldana et al. (1999),
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Esmelindro et al (2004), Cassel et al. (2010), Dartora et al. (2011), Fernandes et al. (2016) e
Fernandes et al. (2017), a tecnologia de extragdo com CO; supercritico aplicada a erva-mate
tem maior seletividade para cafeina seguido de teobromina. Os resultados alcancados neste
trabalho sugerm que a solubilidade ¢ definida como a méxima concentracdo de soluto (erva-
mate) dissolvido na fase solvente (GUPTA; SHIM, 2007). A cafeina possui uma interacao
solvente-soluto menos energética do que a teobromina, isto €, a cafeina possui um menor
beneficio energético para os solventes pertencentes a primeira camada de solvatacdo. Apesar
disso, a solubilidade da cafeina ¢ pelo menos duas ordens de grandeza superior da teobromina,
reforcando a tese de que as solubilidades dessas dimetilxantinas sdo dependentes das interacdes
soluto-solvente (SALDANA et al., 1999).

A extragdo supercritica pode ser considerada um dos novos métodos de extracdo
potencialmente util na obten¢do de compostos de alto valor agregado, por fornecer extratos
livres de solventes e sem o risco de degradagdo térmica. A seletividade do processo de extracao
supercritica pode ser manipulada pela escolha do solvente, pelo controle da pressdo e da
temperatura do processo, fluxo de solvente e ainda, pelo uso de cossolventes (AGHEL et al.,

2004).

3.3.3 Avaliacdo de Capacidade Antioxidante por FRAP e Determina¢ao de Fendlicos
Totais (FT)

Na avaliagao do potencial redutor do ferro e a determinagao dos fenois totais (FT), sdo
expressos na Tabela 5.

As amostras foram avaliadas quanto a capacidade de reducdo através do seu potencial
antioxidante (FRAP). Os potenciais antioxidantes dos extratos de folhas, caules e flores da erva-
mate foram estimados por sua capacidade de reduzir, e baseia-se na reducgao do ferro (Fe3+ —
Fe2+) e ndo na captura de radicais livres como outros métodos tradicionais (MOTTA et al,
2013).

Os extratos das folhas, caules e flores de erva-mate, quanto ao potencial antioxidante
obtiveram valores de 1,676 a 4,1 ug.g’!, sendo que o extrato do caule apresentou o maior valor
de atividade antioxidante. Observa-se também que em duas situacdes ha um aumento na
atividade antioxidante presente na matéria-prima pds-extragao das folhas e flores. Isso ocorreu
devido as matérias primas permanecerem a 58°C por 200 min durante a extra¢ao, ocasionando
uma ativacdo na acao antioxidante pela presenca.

J& para a presenca de fenolicos totais os extratos supercriticos de folhas, caule e flores

de erva-mate, apresentam valores de 0,101 a 0,254 pg.g™' de extrato, sendo o maior valor para



o extrato das folhas seguido das flores de erva-mate. Mesa et al., (2002) afirmam que os
flavonoides estdo presentes em quase todas as plantas, principalmente nas partes aéreas, mas
variam qualitativamente de uma planta para outra. Rufino et al., (2010) classificam o teor de
polifendis em trés categorias: baixo (< 10 mg/g), médio (10-50 mg/g e alto (> 50 mg/g),
baseadas em material vegetal seco. Desta forma, considera-se baixa a concentracao de fendlicos
totais presentes nos extratos supercriticos de erva-mate. Porém, Fernandes et al. (2017)
obtiveram valores de compostos fendlicos totais em torno de 0,09 mg/g de extratos, sendo

aproximadamente 2,5 vezes inferior aos extratos de folhas e flores de erva mate deste trabalho.

Tabela 5- Concentragao de fenodlicos totais e acao antioxidante presente nas amostras
de folha, caule e flor: in natura, pds extragdo e extratos nas condigdes de extragdo ES-CO» de

pressao 32 MPa, temperatura 58°C

Composto/Amostra Folhas Caule Flor
Fenolicos Totais (ug. g amostra ™)
In Natura 1,058+0,144 0,48+0,051 0,914+0,029
Apos extracao 0,838+0,026 0,509+0,013 0,042+0,012
Extrato 0,254+0,122 0,101+0,025 0,249+0,046
FRAP (pg. g amostra ')
In Natura 10,618+0,15 20,263+5,06 9,845+1,785
ApoOs extracao 19,765+1,858 11,203+1,803 14,746+1,684
Extrato 1,557+0,121 4,100+0,517 1,676+0,062

Comparando as matérias-primas in natura com o0s extratos, tanto para as folhas, os
caules e flores, pode ser observado uma queda de 73,9% para antioxidantes e 83,2% fendlicos
totais. De modo geral, os compostos fendlicos sdo caracterizados como polares, e por isso sdo
mais facilmente solubilizados em solventes de maior polaridade, por isso os extratos
apresentam valores inferiores devido a afinidade do CO; a compostos apolares. Assim ¢
importante salientar, a caracteristica de solubilidade dos fenolicos presente neste extrato, onde
o carater hidrofilico de tais substancias melhora significativamente a resposta a oxidagdo. Este
fato foi observado por Porter (1993), que descreveu o “paradoxo antioxidante” como um
fendmeno no qual sequestradores de radicais livres hidrofilicos sdo antioxidantes mais efetivos
do que os sequestradores de radicais livres hidrofoébicos em emulsdes de 6leo (Moreira, 1999).

Os contetdos de compostos fenolicos reportados na literatura, por métodos
convencionais de extracdo aquosa, variam de 75,9 a 88,5 mg.g! erva-mate verificado por

Turner et al. (2011), 80-95,9 mg.g 'extrato verificado Donaduzzi et al. (2003). Isto faz com que
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se compreenda a afinidade do CO> com os compostos apolares e justifica o uso de cossolventes

para a potencializacdo quando a busca €é por compostos polares.

4 CONCLUSAO

A extragdo supercritica com CO» foi aplicada para a obtencdo de extratos de diferentes
partes da erva-mate. As condigdes de extracao sobre as folhas de erva-mate foram otimizadas
em 32 MPa e 58°C, obtendo-se valores 6timos de rendimento da etapa de taxa constante,
constante cinética de extragdo e rendimento global de 3,69 %, 0,0088 min' e 8,78%,
respectivamente.

As condigdes otimizadas de extragdo foram aplicadas para a obtengdo de extratos de
caules e flores de erva-mate, obtendo-se rendimentos globais de 1,37% e 2,24%,
repectivamente.

As cinéticas de extracdo foram avaliadas através do modelo spline, que considera trés
etapas de transferéncia de massa. O modelo ajustou-se adequadamente aos dados
experimentais, apresentando coeficientes de determinagio (R?) superiores a 0,99. O tempo da
etapa de taxa constante (CER) foi determinado entre 23,7 e 60,6 min, sendo esta epara
responsavel pela obtengdo de 40 % do extrato.

A caracterizacao dos extratos mostrou que o CO; tem maior seletividade para a extragao
de cafeina e teobromina. Os extratos de flores, caules e flores apresentaram 35,5 e 5,5 mg/g,
63,9 ¢ 9,6 mg/g e 43,1 e 48 mg/g de cafeina e teobromina, respectivamente. A capacidade
antioxidante dos extratos e a presenca de compostos fenolicos foi determinada, sendo
considerada baixa, devido a baixa afinidade do CO» por compostos com estas caracteristicas.

Em condi¢des otimizadas a ES-CO; ¢ uma técnica vidvel para a obtenc¢do de extratos de
erva-mate, com potencial aplicacdo em alimentos, contribuindo para a valoragdo da cadeia

produtiva deste produto.
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APENDICE B — Tabela Cinética

Ensaios Variaveis
Pressio /| Temperatura bi bl =M _CER b2 b3 t CER 1t FER Y CER R _CER S8 MSE
(MPa™C) (e'e) (g/gmin) (g/gmin)  (g/gmin)  (min) (min) (g extrato/g CO2) (%, g extrato/'g sohdos)
22 SMPa/35.9°C -594E-04 248E-03 -7B0OE-04 -541E-04 31931 123055 0,00236 00119 1.7574E-06 14645E-07
11.9 MPa/ 50°C 137E-05 7.30E-05 2.17E-05 -8,01E-05 30000 52584 0.00008 0,0004 8.9563E-09 7.4636E-10
33MPa/50°C -4.01E-04 447E-03 -3.03E-03 -B1BE-04 34095 79441 0.00440 0.0237 2.2525E-06 18771E-07
15MPa/40°C -1.83E-04 7.75E-04 -455E-04 -270E-04 33419 107623 0,00074 0,0039 5.8541E-07 5.85421E-07
15MPa/60=C 140E-05 949E-05 -5.16E-05 240E-05 63723 120,000 0.00010 0,0010 6.3505E-08 ©_3505E-08
30MPa/40°C 207E-04 504E-03 -260E-03 -181E-03 21280 69539 0.00511 0,0172 0.0306E-06 9.0306E-06
30MPa/60°C 577E-04 408E-03 -138E-03 -150E-03 32,703 92059 0.00420 0.0217 2.618IE-05 2618IE-05
22,5MPa/50°C -1.06E-03 22IE-03 -7.16E-04 -B43E-04 55184 98386 0.00210 00184 4 1688E-06 4. 1688E-06






APENDICE C — ANOVA Caracterizagdo fisico-quimica Erva-Mate

Tabela C- ANOVA da caracterizagao fisico-quimica da erva-mate

Composto SS GL MS F p
Folhas
Caffeine 1233,214 3 411,071 5917,26 9,51E-08
Error 0,278 4 0,069
Teobromine 113,1665 3 37,7222 27,1426 0,004046
Error 5,5591 4 1,3898
Caule
Caffeine 5045,793 2 2522,897 65187,42 1,10E-07
Error 0,116 3 0,039
Teobromine 6,6651 2 3,3325 17,711 0,021817
Error 0,5645 3 0,1882
Flor
Caffeine 714,08 2 357,04 63,594 0,000930
Error 22,46 4 5,61
Teobromine 9606,45 2 4803,23 5,12417 0,078812
Error 3749,47 4 937,37







APENDICE D — Protocolo da Analise de Antioxidantes- FRAP

1) Preparo de solugoes:

HCI1 0,05 M: Pipetar 2 mL de HCIl e completar para 500 mL em 4gua destilada.

Acido citrico 5 mM: Pesar 0,2625 g de 4cido citrico e diluir para 250 mL de 4dgua
destilada.

Obs: Para 50 mL — pesar 0,0525 g 4cido citrico.

FeCls 3 mM (Cloreto férrico): Pesar 0,1216 g de cloreto férrico e diluir para 250 mL de

acido citrico 5 mM.

Obs: Para 100 mL — 0,04864 de cloreto férrico / 50 mL — 0,02432 g de cloreto férrico
TPTZ: Pesar 0,078 g de TPTZ e diluir para 250 mL de HC1 0,05 M.

Obs: Para 100 mL — 0,0312 g de TPTZ em HCI

2) Leitura das amostras:

Adicionar 200 pL (0,2 mL) de agua destilada para realizar o tubo do Branco;
Adicionar 200 puL (0,2 mL) do extrato para tubos de ensaio;

Adicionar 200 uL (0,2 mL) da solugdo cloreto férrico 3 mM;

Deixar em repouso em banho-maria a 37 ° C durante 30 min;

Adicionar 3600 puL (3,6 mL) da solugao TPTZ nos tubos das amostras € no branco;
Agitar em vortex durante 5 seg;

Deixar em ambiente escuro durante 10 minutos;

Zerar o espectrofotdmetro com o branco em 620 nm;

Realizar a leitura (triplicata) em 620 nm.

3) Curva padrao de FRAP (Trolox)

3.1) Preparo da solucio Padrao:

Solu¢do padrao de acido galico: Dissolver 2,503 mg (0,0025 g) de acido galico em 200
uL de metanol puro (100%) em balao volumétrico de 10 mL, esperar até¢ desaparecer os
cristais e completar o volume com agua deionizada. Preparar e usar apenas no dia da

analise.
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Tabela D- Preparo das solugdes para a curva padrao de FRAP

Curva padrio atividade antioxidante - FRAP

Soluc¢io UL EAG ng EAG/mL ABS1 ABS2 ABS3 Média
Miae EAG
(g
EAG/mL)
0,00025 80 1,00 0,763 0,707 0,738 0,736
70 0,88 0,657 0,637 0,625 0,640
60 0,75 0,538 0,501 0,518 0,519
55 0,69 0,446 0,441 0,464
45 0,56 0,406 0,412 0,422 0,413
40 0,50 0,348 0,331 0,316 0,332
35 0,44 0,298 0,317 0,332
30 0,38 0,247 0,226 0,261 0,245
20 0,25 0,153 0,139 0,156 0,149
10 0,13 0,079 0,059 0,074 0,071

Fonte: Autor (2019)

3.2) Leitura das amostras:

e Fazer os tubos em triplicata para realizar as leituras;

e Transferir uma aliquota de 200 pL (0,2 mL) de cada solugdo de trolox (10 puL; 20 nL;30
uL; 35 uL; 40 pL; 45 puL; 55 puL; 60 puL; 70 uL; 80 uL) para tubos de ensaio;

e Transferir uma aliquota de 200 puL (0,2 mL) de 4dgua destilada para realizar o tubo do
Branco

e Adicionar 200 pL da solugdo cloreto férrico 3 mM;

e Deixar em repouso em banho-maria a 37 °C durante 30 min;

e Adicionar 3600 pL (3,6 mL) da solugdo TPTZ nas amostras e no branco;

e Deixar em ambiente escuro durante 10 minutos;

e Realizar a leitura em 620 nm;



Figura D- Curva padrio para analise de FRAP em p 4cido gélico.mL!
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APENDICE E — Protocolo da Analise de Fenolicos Totais -FT

1) Leitura das amostras:

e Adicionar 1 mL metanol para realizar o tubo do Branco;
e Adicionar 1 mL do extrato para tubos de ensaio;

e Adicionar 5 mL de 4gua destilada;

e Adicionar 1 mL de metanol;

e Adicionar 0,5 mL de RFC;

e Agitar em votex por 3 segundos;

e Adicionar 1 mL de NaCOs;

e Deixar em repouso ao abrigo de luz durante 1 hora;

e Adicionar 3600 pL (3,6 mL) da solugdo TPTZ nos tubos das amostras e no branco;
e Zerar o espectrofotdmetro com o branco em 765 nm;

e Realizar a leitura (triplicata) em 765 nm.

2) Curva padrio de Fenolicos Totais (Equivalente de acido Galico —-EAG)

1) Preparo de solugoes:

e Solugdo padrio de Acido Galico: Dissolver 1 mg (0,001 g) de 4cido galico em 1mL de
metanol puro (100%), esperar até desaparecer os cristais e completar o volume com

agua deionizada. Preparar e usar apenas no dia da analise.

Tabela E- Preparo das solugdes para a curva padrdao de Fenolicos Totais

Curva padrao Fenolicos Totais

Solucio unL EAG ng EAG/mL ABS1 ABS2 ABS3 Média
Mae EAG
(g

EAG/mL)

0,001 1 1,33E-02 0,736 0,653 0,702 0,697

0,9 1,20E-02 0,613 0,573 0,642 0,609

0,7 9,33E-03 0,444 0,463 0,49 0,466

0,55 7,33E-03 0,37 0,369 0,37 0,370

0,5 6,67E-03 0,318 0,349 0,343 0,337

0,3 4,00E-03 0,186 0,208 0,204 0,199

0,1 1,33E-03 0,072 0,068 0,056 0,065

Fonte: Autor (2019)
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2) Leitura das amostras:

e Fazer os tubos em triplicata para realizar as leituras;

e Transferir uma aliquota de 1 mL de cada solugdo de 4cido galico (0,1 uM, 0,09 uM,
0,07 uM, 0,055 uM, 0,05 uM, 0,03 uM e 0,01 uM) para tubos de ensaio;

e Transferir uma aliquota de 1 mL de metanol para realizar o tubo do Branco;

e Adicionar 5 mL de 4agua destilada;

e Adicionar 1 mL de metanol;

e Adicionar 0,5 mL de RFC;

e Agitar em votex por 3 segundos;

e Adicionar 1 mL de NaCOs;

e Deixar em repouso ao abrigo de luz durante 1 hora;

e Adicionar 3600 pL (3,6 mL) da solugdo TPTZ nos tubos das amostras e no branco;

e Zerar o espectrofotdmetro com o branco em 765 nm;

e Realizar a leitura (triplicata) em 765 nm.

Figura E- Curva padrio para analise de Fendlicos Totais em p EAG.mL!
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APENDICE F - CROMATOGRAMAS CLAE

Figura 16- Cromatrogramas de: a) folhas de erva mate in natura, b) apos a extragdo e c) do

extrato obtido por extracdo supercritica a 32 MPa e 58°C
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Figura 17- Cromatrogramas de: a) caules de erva mate in natura, b) ap6s a extracdo e c¢) do

extrato obtido por extra¢do supercritica a 32 MPa e 58°C
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Figura 18- Cromatrogramas de: a) flores de erva mate in natura, b) apds a extragao e c)
do extrato obtido por extrag
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