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Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo
para todo o proposito debaixo do céu.
Ha tempo de nascer, e tempo de morrer; tempo
de plantar, e tempo de arrancar o que se
plantou; Tempo de matar, e tempo de curar;
tempo de derrubar, e tempo de edificar; Tempo
de chorar, e tempo de rir; tempo de prantear, e
tempo de dangar; Tempo de espalhar pedras, e
tempo de ajuntar pedras; tempo de abragar, e
tempo de afastar-se de abragar; Tempo de
buscar, e tempo de perder; tempo de guardar,
e tempo de langar fora; Tempo de rasgar, e
tempo de coser; Tempo de estar calado, e
tempo de falar;, Tempo de amar, e tempo de

odiar; tempo de guerra, e tempo de paz.

Eclesiastes 3:1-8






RESUMO

O extrato de erva-mate possui propriedades como antioxidante natural em decorréncia
da sua composicao quimica rica em compostos fenolicos. Os processos de separacao
por membranas sdo considerados viaveis para a clarificagdao e purificacao de extratos
vegetais. Esses processos operam em temperaturas baixas, conservando os compostos
bioativos, como os compostos fenolicos. No entanto, ndo existe na literatura um estudo
da estabilidade de extrato de erva-mate por membranas. O objetivo foi desenvolver um
processo por microfiltracdo e ultrafiltragao para a clarificagdo e estabilizacdo de um
extrato aquoso da erva-mate. Foram avaliados os parametros de tempo e temperatura de
extragdo, avaliando a melhor condi¢ao de extragao dos compostos fendlicos, o extrato
aquoso foi submetido a clarifica¢do através de trés membranas: microfiltragao (0,1 pm);
ultrafiltracdo 1 (30 a 80 kDa); ultrafiltracao 2 (4 kDa) e diferentes pressoes de processo,
0,5; 1; e 1,5 bar. Os extratos obtidos na etapa da clarificagdo foram analisados quanto
aos parametros de rejei¢dao, fluxo, turbidez, compostos fenodlicos totais, pH,
condutividade elétrica, solidos soltveis e totais, cor e atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. O extrato da melhor condi¢do na etapa de clarificagao,
foi submetido a teste de estabilidade, durante um més em diferentes temperaturas de
armazenamento. A melhor condi¢dao de extracdo dos compostos fendlicos foi a 90 °C
por 10 minutos, temperaturas altas facilitam a extragdo destes compostos, no entanto
vale ressaltar a baixa estabilidade destes compostos € o quanto esses parametros sao
importantes para a etapa da extra¢do. Os valores de turbidez para os permeados
clarificados pelas membranas ficaram abaixo de 36 NTU e nao houve diferenca
significativa dos compostos fenodlicos do extrato bruto para o clarificado, assim qualquer
um dos extratos clarificados pode ser destinado a fabricacdo de bebidas por exemplo. A
membrana que apresentou melhor eficiéncia foi a de ultrafiltragdo (30 a 80 kDa) a 0,5
bar, obteve uma rejeicdo dos compostos fenolicos (18 %), turbidez (99,9 %) e manteve
estavel o fluxo. O extrato clarificado manteve sua estabilidade para os compostos
fenolicos e turbidez por 30 dias armazenado a 4 °C. Os processos de separagdo por
membranas foram eficientes na clarificagdo, conservacao e estabilizacdo dos compostos
fenolicos. Este extrato fenolico proveniente da erva-mate pode ser aplicado a bebidas e
como substituto aos antioxidantes sintéticos.

Palavras-chave: Membranas; Clarificagdo; Compostos bioativos; Preservagdo e

estabilizacao de compostos fendlicos.






ABSTRACT

The extract of yerba mate has properties as a natural antioxidant due to its chemical composition
rich in phenolic compounds. Membrane separation processes are considered viable for the
clarification and purification of plant extracts. These processes operate at low temperatures,
retaining bioactive compounds, such as phenolic compounds. However, there is no literature in
the literature on the stability of erva-mate extract by membranes. The objective was to develop
a process by microfiltration and ultrafiltration for the clarification and stabilization of an
aqueous extract of yerba mate. The parameters of time and temperature of extraction were
evaluated, evaluating the best extraction condition of the phenolic compounds, the aqueous
extract was submitted to clarification through three membranes: microfiltration (0.1 pum);
ultrafiltration 1 (30 to 80 kDa); ultrafiltration 2 (4 kDa) and different process pressures, 0.5; 1;
and 1.5 bar. The extracts obtained in the clarification stage were analyzed for the parameters of
rejection, flow, turbidity, total phenolic compounds, pH, electrical conductivity, solids and total
solids, color and activity of polyphenoloxidase and peroxidase enzymes. The extract of the best
condition in the clarification step was subjected to a stability test for one month at different
storage temperatures. The best extraction condition of the phenolic compounds was at 90 ° C
for 10 minutes, high temperatures facilitate the extraction of these compounds, however it is
worth noting the low stability of these compounds and how important these parameters are for
the extraction stage. The turbidity values for membrane clarified permeates were below 36 NTU
and there was no significant difference of the phenolic compounds from the crude extract to
clarified, so any of the clarified extracts could be intended for the manufacture of beverages for
example. The membrane that presented the best efficiency was that of ultrafiltration (30 to 80
kDa) at 0.5 bar, obtained a rejection of the phenolic compounds (18%), turbidity (99.9%) and
kept the flow stable. The clarified extract maintained its stability for phenolic compounds and
turbidity for 30 days stored at 4 © C. The membrane separation processes were efficient in
clarifying, preserving and stabilizing the phenolic compounds. This phenolic extract from yerba
mate can be applied to beverages and as a substitute for synthetic antioxidants.

Keywords: Membranes; Clarification; Bioactive compounds; Preservation and stabilization of
phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

O estudo com plantas vem ganhando destaque no campo cientifico por sua composi¢ao
fenolica e capacidade como antioxidante natural (ELFALLEH et al., 2019), a exemplo disso a
llex paraguariensis, conhecida como erva-mate ¢ fonte de compostos bioativos como os
compostos fendlicos, metilxantinas e saponinas (RIACHI e MARIA, 2017). Estudos
relacionam bebidas a base de erva-mate a efeitos estimulantes (SANTOS et al., 2015),
diminui¢do do risco de doengas degenerativas e cronicas causadas pelo estresse oxidativo
(BAEZA et al., 2016).

A erva-mate possui importancia cultural e econdmica para os paises do sul da América
Latina como produto agroindustrial, ¢ geralmente consumida na forma de chimarrdo, cha mate
e tereré, ha um grande interesse no desenvolvimento de produtos a base desta planta, uma
alternativa para diversificar seu uso ¢ a produgdo de extratos de erva-mate (JUNIOR e
MORAND, 2016).

A extragdo ¢ uma etapa fundamental para a produgdo de bebidas funcionais a base de
extratos vegetais, tendo um impacto significativo no rendimento e na pureza dos compostos
bioativos (BINDES et al., 2019a). O extrato aquoso de plantas contém uma matriz complexa
com polissacarideos e proteinas que sdo co-extraidos juntamente com os compostos fenolicos,
levando a diminuir a pureza do extrato (BALYAN; VERMA; SARKAR, 2019). Nesse sentido
o extrato precisa ser clarificado, a clarificacdo convencional envolve centrifugacao e filtragao,
utilizando terra diatomécea e gerando residuos (CASSANO, 2016).

Os processos de separacdo por membranas sao considerados viaveis para clarificagao,
concentracdo e purificacdo de solucdes aquosas por manter as caracteristicas nutricionais e
funcionais de extratos de plantas (GERKE et al., 2017). Isso ocorre porque utilizam
temperaturas amenas e nao envolvem uso de solventes quimicos. As membranas de filtracdo
sdao amplamente aplicadas para extratos vegetais e de frutas, para clarificacdo (GERKE et al.,
2017; BINDES et al., 2019b), concentragao (TUNDIS et al., 2018; SEIFZADEH et al., 2019)
e purificagdo (CONIDI et al., 2017; MADRONA et al., 2019; MONDAL et al., 2019). Poucas
pesquisas reportam a clarificacdo de extrato de erva-mate por processos de separacdo por
membrana (GERKE et al., 2017), e nenhuma apresenta um estudo da estabilidade do extrato de
erva-mate clarificado por membranas.

O presente estudo estd vinculado a linha de pesquisa “Processos biotecnoldgicos e ndo

convencionais na producdo de alimentos e ingredientes” acompanhando o projeto “Erva-mate



22

como componente funcional no desenvolvimento de processos e produtos alimentares”. O
objetivo geral ¢ desenvolver um processo por microfiltracao e ultrafiltracdo para a clarificacao
e estabiliza¢do de um extrato aquoso da erva-mate. Os objetivos especificos foram:
a) Investigar a influéncia das variaveis de tempo e temperatura na extragao dos compostos
fenolicos da erva-mate;
b) Obter um extrato aquoso de erva-mate e caracteriza-lo quanto a parametros fisico-
quimicos;
c) Averiguar a eficdcia dos processos de microfiltragdo e ultrafiltragdo para a clarificag@o
do extrato de erva-mate;
d) Avaliar a retengcdo dos compostos fenolicos no extrato clarificado;

e) Avaliar a estabilidade do extrato obtido em diferentes temperaturas ao longo do tempo;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 EXTRATOS DE PLANTAS

Matrizes vegetais demonstram propriedades como antioxidante natural, esse interesse
em antioxidantes naturais ¢ refor¢ado pela crescente divida em relagdo aos antioxidantes
sintéticos, que podem ser cancerigenos e instaveis (CHANDRA et al., 2014). Plantas sao fontes
ricas em compostos fenolicos, a Ilex paraguariensis vem sendo explorada devido a sua
composi¢ao quimica com elevado nimero destes compostos (JUNIOR e MORAND, 2016). O
extrato aquoso da planta ¢ uma alternativa viavel de aplicacdo destes compostos na industria.

Diferentes técnicas tém sido empregadas para a extracdo de compostos fenolicos, a
infusdo ou decoccao das folhas de erva-mate ¢ um processo de extracdo simples e de baixo
custo, esta extracdo solido-liquido consiste na solubilidade dos compostos em solventes
introduzidos no interior da matriz sélida por transporte molecular. De acordo com a literatura
(TOLEDO, 2007; KOTOVICZ, 2014), existem diferentes fendomenos fisicos de importancia na
extragdo sélido-liquido como difusdo, solubilidade e equilibrio.

A difusao refere-se ao transporte de moléculas de um componente através de uma fase
continua, ou de uma interface que separa duas fases. O solvente deve difundir para o interior
do soélido para que o soluto se dissolva no solvente e o soluto deve se difundir para fora do
solido saturado de solvente e alcancar a fase liquida. A taxa de difusdo determina o tempo
necessario para ativar o equilibrio entre as fases.

Em relacdo a solubilidade, uma alta concentragdo de solutos em um processo de extracao
solido-liquido ¢ a concentragdo de saturacao em dado solvente. Isso implica que a razao de
solvente/solido deve ser alta o suficiente para que a concentragdo de equilibrio no final do
processo seja menor que a concentragdo de saturacdo. Torna-se entdo claro que a escolha do
solvente tem influéncia sobre a solubilidade, e portanto, sobre a eficiéncia do processo. O
equilibrio no processo acontece apos a fase liquida e sélida serem deixadas em contato por
tempo suficiente.

A qualidade do extrato e a eficiéncia de extragdo sao normalmente afetadas por varios
fatores, como a técnica de extracdo, o tipo de solvente usado e sua concentragdo, a relacao

liquido-sélido, tempo e temperatura de extracdo e tamanho de particula da matriz so6lida
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(DAHMOUNE et al., 2015). E importante ressaltar que a extragio em temperaturas elevadas e
por longos tempos pode levar a degradagdo de compostos fenolicos (CAMPOS et al., 2013).

2.1.1 Erva-mate

A erva-mate (Ilex paraguariensis S. H.) ¢ uma planta nativa da América do Sul cultivada
e consumida predominantemente nos paises do sul, como Argentina, Brasil, Paraguai e
Uruguai. No Brasil a atividade ervateira predomina na Regido Sul, sendo um importante
produto agroindustrial para a regido. Os principais usos da erva-mate sao no chimarrao, tereré
e cha mate (JUNIOR e MORAND, 2016). O processamento da erva-mate consiste no uso das

folhas e ramos, colhidos e processados dando origem a diferentes produtos (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma de processamento da erva-mate
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Fonte: Adaptado de Berté (2011).

As folhas e os caules sdo colhidos mecanicamente, divididos em sacos e transportados
para uma unidade de processamento. Na erva-mate hd presenca das enzimas oxidases,
polifenoloxidase e peroxidase, a reagdo enzimatica indesejavel ocorre quando as células
contidas na planta s3o rompidas durante o processamento € entram em contato com seus
substratos, como os compostos fendlicos. (ESCRIBANO et al., 1997). O sapeco, que inativa as

enzimas e diminui a umidade, ocorre por contato direto com o fogo a temperaturas entre 250 e
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550 °C por 2 a 4 min (ISOLABELLA et al., 2010). Na etapa da secagem, a erva ¢ desidratada
por meio de fogo indireto, perdendo cerca de 60% de massa. A secagem pode ser feita em
secadores de esteira ou rotativo que sdo de secagem lenta e rapida, respectivamente
(ESMELINDRO et al., 2002; EMBRAPA, 2014).

Em seguida, a erva ¢ triturada e passa por um peneiramento (tamisacdo). Essas duas
ultimas etapas permitem obter uma erva-mate com granulometria padronizada e seguir para
etapa da moagem. A intensidade e o tipo de moagem utilizado resultam em produtos com
diferentes formas de consumo (JUNIOR, 2005). Apds esse processo, o produto ¢ denominado
erva ‘“cancheada” e pode ser utilizado como matéria-prima para a producdo de chas
(ESMELINDRO et al., 2002).

Diferentes concentracdes de hidrocarbonetos arométicos policiclicos (HAP) sdo
encontradas na erva-mate nos diferentes produtos comerciais e nas preparacdes a quente ¢ a frio
(ZUIN et al., 2005; KAMANGAR et al., 2008). Isto sustenta a hipotese que o risco de cancer
associado com ingestdo de mate pode ndo estar relacionado somente a temperatura, mas
também ao nivel de compostos carcinogénicos presentes (LORIA et al., 2009). Temperaturas
altas e diferengas nos processos de preparo da erva-mate podem produzir diferentes niveis de
HAP no produto final (LORIA et al., 2009).

Um pré-tratamento da planta com temperaturas menores que as utilizadas no
processamento industrial para a inativagdo das enzimas, se faz necessario. O branqueamento ¢
frequentemente utilizado em frutas e vegetais e ¢ o método mais confiavel para controlar o
escurecimento, o método consiste no contato direto de vapor ou agua quente em frutas, legumes
e folhas por um certo periodo de tempo (AZEREDO, 2004). Este método ¢ eficiente na
inativacdo das enzimas presentes nos alimentos, estas participam de reagdes quimicas que
deterioram os alimentos durante o processamento e armazenamento (SILVA e SULAIMAN,
2017). A composi¢ao quimica da erva-mate estd diretamente relacionada ao cultivo e

processamento da matéria prima (ESCALADA et al., 2011).

2.1.2 Composicio fisiologica da erva-mate

A planta llex paraguariensis possui uma vasta gama de nutrientes, sua folha além de ser
a parte da planta mais utilizada para consumo, ¢ também a parte mais estudada pelos
pesquisadores, seja in natura ou cancheada. A folha ¢ um 6rgdo, geralmente laminar, cuja
principal fungdo ¢ a fotossintese, embora possa apresentar outras fungdes, como a transpiragao,

o armazenamento de agua, protecdo e atragao de polinizadores. A parte superior da folha ¢
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chamada de adaxial ou ventral e a parte inferior da folha ¢ chamada de abaxial ou dorsal
(SILVEIRA, 2004).

As duas faces da folha sdo cobertas pela epiderme, cujas células sdo achatadas e
compactas, existindo pouco espaco intercelular, a maioria das folhas possui estdmatos nas duas
epidermes (anfiestomaticas). Entre as duas epidermes, existe o mesofilo (meso = meio; phyllos
= folha) que contém o sistema fundamental. O principal papel do mesofilo ¢ realizar a
fotossintese (SILVEIRA, 2004). Evidéncias apontam que compostos, como por exemplo os
fenolicos, estdo distribuidos nas células epidérmicas das folhas das plantas (AGATI e

TATTINI, 2010).

2.1.3 Composiciao quimica da erva-mate

A erva-mate tem sido alvo de estudos na area de ciéncia de alimentos, devido a sua
composi¢do quimica complexa e com elevado nimero de compostos bioativos. Dentre os
principais compostos quimicos ja identificados nas folhas de erva-mate pode-se destacar as
saponinas triterpénicas (SOUZA et al., 2011); metilxantinas (BOAVENTURA et al., 2013);
clorofila (MURAKAMI et al., 2013) e os compostos fendlicos (BOAVENTURA et al., 2013;
FRIZON et al., 2015), que podem ser utilizados como antioxidante natural.

A presencga desses compostos € responsavel por diversos efeitos bioldgicos conhecidos
dessa planta (BRACESCO et al., 2011), dentre os compostos fenolicos, os mais encontrados na
erva-mate sao acido caféico e seus derivados: acido clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico,
acido 3,5-dicafeoilquinico e 4cido 4,5-dicafeoilquinico e taninos (BOAVENTURA et al., 2013;
MURAKAMI et al., 2013).

Junior e Morand (2016) mencionam com base na composicao fitoquimica da erva-mate
e nos dados trazidos por outros estudos sobre os efeitos biologicos associados a esses
compostos, os produtos de erva-mate podem representar fontes alimentares interessantes para
a nutricdo humana relacionada a satide cardiovascular. De forma semelhante, os fitoquimicos
presentes na erva-mate, em especial os polifenois, sdo apontados como responsaveis pelos
efeitos hipoglicemiante e antiobesogénico (GAMBERO e RIBEIRO, 2015).

Além da utilizagdo da erva-mate para a manutengdo da saude, a planta possui
propriedades como antioxidante natural, devido a presenca dos compostos fenolicos, podendo
ser utilizada na industria de alimentos como substituta aos antioxidantes sintéticos. Estudos
realizados apontam que os compostos fendlicos atuam como antioxidantes naturais nos

alimentos (FAION et al. 2015; SORDINI et al. 2019 e TATICCHI et al. 2017).
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2.1.4 Produtos da erva-mate

O consumo de chimarrao, tereré e cha mate ¢ alto em paises onde Illex paraguariensis &
cultivada, o consumo de erva chega a 8-10 kg por pessoa por ano no Uruguai, 6,5 na Argentina
e 3 a 5 no sul do Brasil. Em paises da América do Norte, Europa e Asia as folhas tostadas da
planta sdo usadas para a producao de chas e bebidas energéticas (JUNIOR e MORAND, 2016).

Segundo dados do IBGE (2016), a cadeia produtiva da erva-mate obteve um valor de
produgdo de R$ 541 milhdes em 2016 no mesmo ano o Brasil exportou cerca de 82 milhdes em
produtos da erva-mate, para o Chile, Uruguai e Estados Unidos (IBGE, 2016). Agéncias
brasileiras de importagdes e exportagdes ja firmam parcerias, com o objetivo de aumentar a
exportagdo dessa planta, ndo incentivando apenas a exportacdo dos produtos tradicionais,
chimarrdo e tereré, como também o desenvolvimento de novos produtos a base de erva-mate,
com intuito de atrair o mercado internacional (FUNDOMATE, 2018).

A demanda por extratos vegetais tem aumentado, por exemplo a producao de bebidas
ndo alcodlicas, como os chas prontos para consumo cresceu a uma taxa de 8,8% para o ano de
2015, no entanto houve uma queda de — 6,8% para o segmento de refrigerantes, a crescente
preocupacdo dos consumidores com bem-estar ¢ saude tem feito com que as empresas de
bebidas invistam no segmento de funcionais que cresce quando comparado aos refrigerantes
tradicionais (ABIR, 2019).

O processamento de extratos vegetais € uma etapa essencial ja que os compostos
bioativos sao termolabeis. Os processos de separagdo por membranas representam uma
alternativa valida as tecnologias tradicionais da industria devido aos baixos custos operacionais
e de manutengdo, condi¢gdes de temperatura e pressao suaves. As membranas sdo utilizadas para
a recuperagdo, separagdo, clarificagdo e concentracdo de compostos fenolicos de diferentes

matrizes vegetais (CONIDI; DRIOLI; CASSANO, 2018).

2.2 PROCESSOS DE SEPARACAO POR MEMBRANAS (PSM)

A aplicagdo dos processos de separagdo por membranas em industrias alimenticias se
intensificou no inicio da década de 80, sua integracdo com métodos convencionais tem
importancia devido a diminuicdo de custos com matéria-prima € equipamentos € maior
qualidade no produto final (CASSANO, 2016).

Os processos de separagao por membranas podem apresentar configuracdes diferentes,

sao definidas pela forma com que o fluxo entra em contato com a membrana: filtracao estatica
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(convencional) e filtracdo tangencial. Na filtracdo convencional (também conhecida como
filtragdo frontal ou ainda “dead end”) o fluxo da solucdo passa através da membrana, fazendo
que o soluto e/ou solidos suspensos sejam retidos, formando uma torta na superficie da
membrana. O processo ocorre em regime transiente, ja que a concentracdo do soluto na
superficie da membrana aumenta com o tempo (HABERT; BORGES; NOBREGA, 2006).

No modelo conhecido como filtragdo tangencial, a solucdo de alimentagdo flui
paralelamente & membrana, ¢ o fluxo de permeado, perpendicularmente. As vantagens da
filtragdo tangencial sdo: diminui¢do das operagdes unitarias; melhoria no desempenho do
processo (clarificagdo); maior eficiéncia na separacao; melhor qualidade do alimento (uso de
baixas temperaturas); qualidade na separacdo ou fracionamento; tecnologia limpa;
desenvolvimento de produtos; possibilidade de automagdo completa da planta industrial;
instalacdes compactas e reducao significativa do consumo de energia; (PETRUS, 2011).

Processos convencionais de membrana que utilizam gradiente de pressao como forca
motriz sdo microfiltragdo (MF), ultrafiltragdo (UF), nanofiltracdo (NF) e osmose inversa (Ol),
Esses processos de membranas utilizando pressdo podem separar uma solu¢cdo em massa
chamado de alimentacdo em duas correntes utilizando a membrana como barreira, estas
correntes sio denominadas de permeado e retido (MUNOZ; FERNANDEZ; FILA, 2016), como

apresentado na Figura 2.

Figura 2 - Correntes dos Processos de Separa¢do por Membranas

Alimentacio Membrana __ Retido
‘ | : -\‘\\. .
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Fonte: Autor, 2019.

Os processos de membrana que utilizam pressdo tém varios beneficios como, menor
necessidade de energia, alta eficiéncia de separacdo, facil escalonamento, operagdo simples,
alta produtividade em termos de fluxos de permeado e auséncia de transi¢do de fase (MUNOZ;
FERNANDEZ; FILA, 2016). Coletivamente, essas vantagens facilitam a recuperagao de
componentes de alto valor agregado (CASSANQO; CONIDI; DRIOLI, 2011).
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O mecanismo de separacdo nos processos MF e UF ¢ principalmente baseado em um
efeito de peneiramento e particulas sdo separadas de acordo com suas dimensdes, embora outros
fatores, como forma e carga, bem como interagdes entre a propria membrana e particulas sendo
filtradas, papel no mecanismo de separagdo (CONIDI; DRIOLI; CASSANO, 2018).

A microfiltracdo ¢ baseada no uso de membranas capazes de separar particulas com
diametros de 0,05 a 10 um de um solvente ou outros compostos de baixo peso molecular. A
ultrafiltragdo envolve o uso de membranas que proporcionam alta retencdo de macromoléculas

e coloides de uma solugdo (VAN REIS e SYDNEY, 2007).

2.2.1 Fenomenos que limitam o fluxo do permeado

O desempenho de uma membrana pode ser influenciado por sua composi¢ao quimica,
temperatura, pressao, fluxo de alimentacdo e por interagdes entre componentes da alimentagao
e a superficie das membranas (COUTINHO et al., 2009). Um dos problemas associados ao uso
de membranas ¢ o baixo fluxo de permeado. A reducdo do fluxo se dd pelo aumento na
resisténcia da membrana pelo bloqueio dos poros (incrustagdes) ¢ a formagao de uma camada
de torta sobre sua superficie, conhecida como polarizagio (ABDELRASOUL et al., 2013).

A polarizagdo por concentragdo ocorre pelo acimulo de materiais rejeitados pela
membrana na sua superficie. Em decorréncia disso, a concentracdo de saturagdo do soluto pode
ser atingida, podendo ocorrer a precipitagao ou gelificagdo, dependendo do soluto envolvido.
Os efeitos desses fendmenos se tornam visiveis por provocarem declinio do fluxo de permeado
ao longo do tempo, a pressao constante (COUTINHO et al., 2009).

Ja a incrustacdo (fouling) ¢ resultado de interacdes quimicas entre a membrana e os
diversos solutos presentes na solucdo de alimentacao, que adsorvem dentro dos poros ou na
superficie da membrana. Este processo ¢ bem lento e praticamente constante, porém,
irreversivel (COUTINHO et al., 2009). Infelizmente, a incrustagdo nas membranas causada pela
deposicao de suspensdes biologicas ou macromoléculas como coldides e/ou carboidratos, assim
como particulas na superficie da membrana ou nos poros limita a aplicacao generalizada deste
processo na industria de alimentos (MOHAMMAD, 2012).

Como resultado destas incrustagdes nas membranas esta o declinio do fluxo de
permeado e aumento da manutencao do processo e custos operacionais, incluindo a necessidade
de pré-tratamento, limpeza de membranas, perda de 4gua de alimentagdo, e durabilidade das
membranas diminuida, visto que na maioria das vezes as mais utilizadas sdo as poliméricas,

estas apresentam uma vida tutil curta (MOHAMMAD, 2012).
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2.2.2 Aplicaciao dos PSM para extratos de plantas e compostos bioativos

Recentemente a recuperagdo, conservagao e purificagdo de compostos bioativos, como
os compostos fenolicos obtidos de subprodutos de processamento de alimentos e de matrizes
vegetais tém atraido consideravel interesse economico (CONIDI; DRIOLI; CASSANO, 2018).
Os PSM se destacam como tecnologias alternativas aos processos convencionais devido as suas
vantagens em termos de alta eficiéncia de separagdo, facil incremento e baixo consumo de
energia para o processamento destes compostos (CONIDI; DRIOLI; CASSANO, 2018).

Entretanto a recuperacdo completa destas micromoléculas fendlicas depende do
tamanho dos poros da membrana utilizada, a natureza das moléculas também desempenha um
papel importante. Compostos fendlicos possuem anéis aromaticos e cadeias alifaticas que
produzem um perfil hidrofobico que reduz o desempenho da permeacdo das membranas
(GALANAKIS, 2015).

Em estudo realizado por Gerke et al. (2017) a clarificagdao do extrato bruto de erva-mate
cancheada foi avaliada em trés membranas diferentes (ceramica, polieterimida e
polietersulfona) através de ensaios em sistema fechado, a microfiltragdo com membrana de
polieterimida resultou em um extrato de erva-mate clarificado com redugao da turbidez préximo
de zero, a membrana de polieterimida apresentou a menor rejeicdo dos compostos bioativos
(12,8 € 22,2%).

Souza et al. (2016) aplicaram o processo de ultrafiltracao assistida por ultra-som para a
purificagao de compostos fenolicos do extrato de cha verde. Observaram que o ultra-som
facilitou a permeacdo de compostos fenolicos através da membrana, o extrato clarificado pela
membrana de ultrafiltracdo 20 kDa apresentou alta pureza do componente catequina (49% de
catequina relacionado ao conteudo total de polifenois). O processo de ultrafiltragdo assistida
por ultrassom ¢ sugerido para a purificacdo de compostos fenolicos do extrato de ché verde.

Os estudos de operagdes com membranas e compostos bioativos provenientes de
extratos de plantas ou subprodutos alimentares vem ganhando relevancia no campo cientifico

como esta apresentado no Tabela 1.
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Tabela 1 - Trabalhos relacionados a extratos vegetais processados por membranas

Produto Processo e membrana utilizada Referéncia
Extrato de erva-mate Concentragdo por NF Murakami et al.
(2013)
Cha preto Clarificacao por MF e UF Chandini, Rao e
Subramanian (2013)
Cha verde Purificagdo por UF Souza et al. (2016)
Extrato das hastes da Clarificacdo por MF e UF Santos et al. (2016)
beterraba
Extrato de erva-mate Clarifica¢ao por MF e UF Gerke et al. (2017)
Suco de Sabugueiro Concentragao por NF Tundis et al. (2018)
Cha verde Purificagdo por UF Mondal e De (2019)
Cha verde Clarificagao por MF Bindes et al. (2019b)
Extrato da casca de Concentragao por UF Seifzadeh et al.
pistache (2019)

Clarificacao e purificagdo com Madrona et al.
MF e UF (2019)
Concentracao por NF e Ol Nunes et al. (2019)

Extrato de Jenipapo

Extrato do bagaco da

azeitona
Legenda: microfiltragao (MF), ultrafiltracdo (UF), nanofiltragdo (NF) e osmose inversa (OI).

Fonte: Autor, 2019.

Diante dos trabalhos apresentados na tabela 1, concluimos que as membranas de
filtragdo sdo eficientes na clarificacdo, purificacdo e concentracdo de compostos fenolicos para
extratos vegetais e/ou sucos. E neste sentido que a clarificagdo do extrato bruto de erva-mate ¢
justificada, assim esse trabalho visa a obtencdo de um extrato fenolico proveniente de erva-

mate, assim como um estudo de clarificagdo do extrato e estabiliza¢do dos compostos fendlicos.
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3  MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Matéria-prima

A erva-mate (folhas in natura) foi colhida na cidade de Ilopolis — Rio Grande do Sul,
em lotes de 5 kg e fornecidas gentilmente pela empresa Inovamate. As folhas foram separadas
dos caules para posterior pré-tratamento da folha in natura. O cha mate pronto para o consumo
foi adquirido em comércio local.

3.2 METODOS

A Figura 3 apresenta as etapas que foram empregadas para o desenvolvimento do

trabalho.

Figura 3 - Fluxograma de métodos

Branqueamento
Secagem

Erva-mate Ninn

Tempo/temperatura de extracdo

A 4
— pH J-_Sélidos soliveis
RERE—— extrato Fendlicos totais Jo__ Turbidez

pH ]—[ Sélidos soluveis

Microfiltracao /
Ultrafiltracao

Fenolicos totais |-{  Turbidez

Caracterizagao dos

; Cor Solidos totais
extratos obtidos H

PFO / POD H Condutividade

Extrato da melhor
condicdo de
experimento

Fluxo }—[ Rejeicao

Identificagdo dos compostos bioativos ]

Estabilizacao do
| extrato de erva-mate

Estabilidade Fenolicos totais - Turbidez |

Fonte: Autor, 2019.
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3.2.1 Branqueamento, secagem e moagem das folhas da Ilex paraguariensis

As folhas foram branqueadas a 95 °C por 30 segundos, em seguida foram imersas em
banho de gelo. Apds o branqueamento, as folhas foram secas em estufa de circulacdo de ar
forcado a 50 °C por 24 h, processadas em moinho de facas e classificadas em peneiras com
mesh <42 (<355 um). Em seguida, foram embaladas a vacuo em embalagens de polietileno e
armazenadas congeladas (-18 °C) até o momento da obten¢do dos extratos e realizagdo das

analises.

3.2.2 Extracao aquosa das folhas da Ilex paraguariensis

A extracdo ocorreu através de uma infusdo com as folhas trituradas da erva-mate na
razao de 3% (folha:agua) m/m. Inicialmente, foi realizado o estudo da influéncia do tempo (2,
10 e 30 minutos) e da temperatura (40, 70, 90 e 95 °C) na extracdo aquosa das substancias
fenolicas do extrato de erva-mate. Foi selecionada a condi¢ao que apresentou a melhor condigdo
de extragdo para os compostos fendlicos. O extrato foi filtrado a vacuo usando funil de Biichner

com papel filtro qualitativo.

3.2.3 Determinacoes analiticas

3.2.3.1 Andalises fisico-quimicas

Foram realizadas analises para a caracterizacdo dos extratos obtidos em todas as etapas
do trabalho, conforme apresentado no fluxograma de métodos (figura 3). Para isso foram
realizadas andlises de solidos totais e umidade de acordo com metodologia do Instituto Adolf
Lutz (IAL, 2008). As medidas de pH foram realizadas em pHmetro (Tecnal, modelo TEC-5),
de turbidez em turbidimetro (Tecnal, modelo TB 1000), de condutividade elétrica em
condutivimetro (Tecnal, modelo TEC-4MP) e de solidos soluveis em refratometro (ATAGO,
modelo Pocket PAL-J), todos os equipamentos sdao de bancada e foram calibrados conforme

indicado pelo fabricante. As analises foram realizadas em triplicata.
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3.2.3.2 Compostos fendlicos totais

A quantificagdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por espectrofotometria,
por meio da reacdo de oxirredu¢do com reagente de Folin-Ciocalteu, o qual reage com as
hidroxilas presentes nos polifenois, segundo o método descrito por Correia et al. (2004), com
modificagdes propostas por Sousa e Correia (2012). A curva padrao utilizada foi de acido
galico, apresentada nos apéndices B e C. Todas as analises foram realizadas em triplicata. O

método esta descrito no anexo A.

3.2.3.3 Determinacdo da atividade enzimatica

Foram avaliadas as atividades das enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PFO)
nos extratos brutos e clarificados. A atividade da PFO foi determinada a 420 nm em
espectrofotometro UV-VIS, segundo método descrito por FUJITA et al., (1995). A atividade
da POD foi determinada a 470 nm em espectrofotdometro UV-VI, segundo metodologia
adaptada descrito por FUJITA et al., (1995), com modificagdes. A atividade das enzimas foi
expressa em unidade de atividade enzimatica (capacidade de alterar 1 unidade de absorbancia)

por minuto por grama de produto (UAE min™! g ). O método esta descrito nos anexos B e C.

3.2.3.4 Avaliacdo da cor

A avaliacdo da cor dos extratos obtidos nas filtragdes foi realizada utilizando
colorimetro (marca HunterLab®, modelo ColorQuest II Sphere) com sensor dptico geométrico
de esfera. Estabeleceu-se o iluminante D65, o angulo de 10° para o observador e a escala de
leitura colorimétrica empregada foi a do sistema de coordenadas cromaticas com base no espaco
de cor CIELAB L*a*b*, onde L* mede a luminosidade tendo uma variagao de branco (100) a
preto (0), a* ¢ uma indicacdo de tonalidade na dire¢do do verde se assumir valores negativos (-
a*) e na dire¢do do vermelho se assumir valores positivos (+a*) e b* ¢ uma indicagao de
tonalidade na direcdo do azul se assumir valores negativos (-b*) e na direcdo do amarelo se

assumir valores positivos (+b*).
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3.2.3.5 ldentificagdo dos compostos bioativos

Foram identificados os compostos bioativos do extrato clarificado da melhor condic¢ao
dos experimentos. As andlises foram realizadas em um cromatégrafo liquido Flexar Perkin
Elmer, contendo bomba binéria com gerenciamento de solventes e desgaseificador, com injetor
automatico Auto sampler Flexar LC (volume de inje¢ao foi de 20 uL), e com detector de
comprimento de onda varidvel Flexar PDA, ajustado em 280 nm. Os comprimentos de onda
330 e 225 nm também foram monitorados. O método foi adaptado de Favaretto (2014). Foram
pesquisadas as substancias quimicas de referéncia (SQR), cafeina (Sigma Aldrich, lote C0750),
acido clorogénico (>95% Sigma Aldrich, lote SLBS0103V) e teobromina (>99% Sigma
Aldrich, lote BCBS1162V). O método esta descrito no Anexo D.

3.2.3.6 Caracterizacdo do cha mate comercial

Para fins de comparagdo foram realizadas analises de solidos soluveis, pH, turbidez e
compostos fenodlicos totais no cha mate comercial, como apresentadas nos itens 3.2.3.1 e
3.23.2.
3.2.4 Microfiltracao e ultrafiltraciao
3.2.4.1 Equipamento piloto de filtra¢do tangencial

O estudo foi realizado em um equipamento piloto de filtragdo tangencial fornecido pela
empresa WGM Sistemas (Sao Paulo — Brasil). Foram utilizadas trés membranas com diferentes

caracteristicas de materiais e didmetro de corte (Quadro 1), as membranas sao da marca KOCH

Membrane Systems.

Quadro 1 — Caracteristicas das membranas utilizadas.

Membrana Configuracio | Diametro de Material Area de
corte fluxo
Microfiltracao Tubular 0,1 pm Polietersulfona 0,1 m?
Ultrafiltragdo 1 Tubular 30 kDa a 80 Policloreto de 0,1 m?
kDa vinilideno
Ultrafiltracio 2 Tubular 4 kDa Ceramica (Oxido de 0,1 m?
Zirconia)

Fonte: Autor, 2019.
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O equipamento ¢ composto por um reservatdrio de ago inoxidavel de 10 L de capacidade
e uma bomba pneumatica para alimentac¢do na carcaga da membrana (figura 4).

O extrato aquoso de erva-mate foi alimentado no tanque e impulsionado pela bomba
através da membrana, separando o permeado e o retido. Ambas correntes foram recirculadas
para o tanque de alimentagao, mantendo o volume constante durante a operagao, que durou uma
hora. As filtragdes foram realizadas a temperatura ambiente.

Os parametros de filtracdo foram avaliados em diferentes pressoes, 0,5 bar, 1 bar, 1,5
bar. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Ao final da filtracdo tangencial,
foram coletadas amostras do permeado e retido, foram conduzidas para as analises, realizadas
em triplicatas para averiguar a eficiéncia do processo ¢ a influéncia das diferentes condigdes

experimentais.

Figura 4 - Diagrama esquematico do equipamento piloto de microfiltragdo e ultrafiltragdo
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Bomba pneumatica

Fonte: Autor, 2019.

3.2.4.2 Limpeza das membranas

Antes de iniciar os processos de filtragdao foi avaliada o fluxo com agua pura. Esse
procedimento foi realizado para garantir a desobstrugao total dos poros da membrana que deve
atingir o mesmo fluxo apods as limpezas. Foram realizadas as limpezas antes e apos cada
experimento nas membranas. A limpeza alcalina (pH entre 10,0 e 10,5) foi realizada com
solugdo aquecida a temperatura entre 45 °C e 50 °C, preparada com hidréxido de sédio 1,0
mol.L"!, diluido em permeado de osmose inversa e recirculacio de permeado e retido por 20
minutos. Novo enxague com agua pura, medindo-se o pH e repetindo-se o procedimento até a

neutralizacdo. Para a limpeza acida foi preparada uma solugdo com acido nitrico (pH entre 1,8
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e 2,0) e temperatura entre 45 °C e 50 °C e recirculagdo de permeado e retido por 30 minutos.
Para a limpeza cloro-alcalina foi utilizada uma solugdo de hipoclorito de sddio (concentragdo

de 200 mg.L1).

3.2.4.3 Fluxo do permeado

O fluxo permeado (J) corresponde a vazao do permeado por unidade de drea. O fluxo
permite quantificar o material que atravessa a membrana. O fluxo permeado, determinado pela
Equagdo 1, normalmente é expresso em L/ (m?.h) ou kg/(m2h), permitindo comparar a
permeabilidade de membranas com &reas distintas. Durante os ensaios amostras do permeado

foram coletadas numa proveta a cada 10 minutos.

__vp (D
Am x tm

J
sendo:
J: fluxo permeado L/ (m?.h).
Vp: volume de permeado obtido no tempo t (L);
Am: area de permeacdo da membrana (m?);

Tm: tempo de filtragao (h).

3.2.4.4 Rejeicdo das membranas

O coeficiente de rejeicao (R) representa a capacidade da membrana de reter moléculas,

ele ¢ dado em porcentagem. O coeficiente de rejei¢do foi calculado por meio da Equagao 2:

C permeado

)

R = ( — - — ) x 100
C alimentacao

sendo:
R: rejeicao (%);
C permeado: concentracdo do componente no permeado;

C alimentagdo: concentracao do componente na alimentagao.
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3.2.5 Estabilizacao do extrato de erva-mate

3.2.5.1 Avaliacdo da estabilidade do extrato de erva-mate

O extrato da melhor condi¢ao de experimento foi avaliado quanto a sua estabilidade a
temperatura de refrigeracao (4 °C) e temperatura ambiente (26 °C), este foi armazenado em
estufa a fim de manter a temperatura estavel. Do tempo 0, e no decorrer de 30 dias (1 vez por
semana). Foram avaliados turbidez e compostos fendlicos totais, descritas no itens 3.2.3.1 e

3.2.3.2.

3.3 TRATAMENTO DOS DADOS

A andlise de variancia (ANOVA) foi utilizada para determinar as diferencas

significativas (p < 0,05). As diferengas entre as médias serdao determinadas pelo teste de Tukey.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO DE ERVA-MATE

A Figura 5 apresenta o efeito das condicOes de extragdo de tempo e temperatura na

concentragdo de compostos fenolicos no extrato aquoso de erva-mate.

Figura 5 - Concentragdo de compostos fenolicos totais no extrato de erva-mate em diferentes temperaturas e

tempos de extragao.
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Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes indicam diferencas significativas
entre os tratamentos (p<0,05). Fonte: Autor, 2019.

Andreo e Jorge, (2006) colocam que a infusdo com dgua ¢ um bom método de extragao,
de baixo custo e facilidade no processo, no entanto ¢ necessario controlar a temperatura e o
tempo de extracdo para evitar degradacdo de compostos bioativos. As variaveis estudadas de
tempo e temperatura apresentaram influéncia positiva, o aumento da temperatura e do tempo
aumentou a eficiéncia da extracdo de compostos fendlicos da erva-mate, o aumento da
temperatura causa uma ruptura na integridade da parede celular, tornando-a mais permeavel, o
que facilita a extracdo devido ao aumento da solubilidade com o solvente e a difusao dos
compostos a serem extraidos, além disso ocorre o enfraquecimento das interagdes entre
compostos fendlicos, proteinas e polissacarideos, aumentando a taxa de difusdo (LIU et al.,

2013; OLIVEIRA, 2014).
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Alguns autores estudaram parametros para a extragdo de compostos fenolicos da erva-
mate (MURAKAMI et al. 2011; GERKE et al. 2018). Gerke et al. (2018) observaram que a
temperatura e agitacao sao parametros operacionais que influenciaram no processo de extracgao,
para Murakami et al. (2011) foram os pardmetros de temperatura e pH. Os autores observaram
que a temperatura foi uma das varidveis com maior significancia, a medida que a temperatura
aumenta a extragao dos compostos fenolicos ¢ facilitada, aumentando a sua concentragao, assim
como observado no presente estudo para as temperaturas de 70, 90 e 95 °C.

A melhor condicdo de extragdo de compostos fendlicos foi a 95 °C por 10 minutos
atingindo a concentragao de 221,86 + 2,1 (mg de acido galico/g de amostra seca). De forma
geral, observa-se que a elevagao da temperatura aumenta a eficiéncia de extragdo até um ponto
6timo, houve um aumento na concentracao dos compostos fendlicos no decorrer do tempo de
extracdo (2 a 10 minutos) atingindo seu ponto 6timo com 10 minutos de extragdo, no entanto
hd uma diminuicdo na taxa de extragdo com 30 minutos, os compostos diminuiram sua
concentracao de 221,86 + 2,1 para 185,84 + 3,5 (mg de acido galico/g de amostra seca). A
degradacgdo dos compostos fenodlicos geralmente ocorre devido a sua baixa estabilidade em altas
temperaturas e longos tempos de extragdo (CONIDI; CASSANO; GARCIA-CASTELLO
2014).

A medida que o tempo de extracdo eleva-se ocorre um aumento na concentragao dos
compostos fendlicos, ha aumento do tempo de contato entre o solvente e a amostra, o que
proporciona maior penetragao do solvente, favorecendo a extragdo. No entanto, no tempo de 2
minutos a extragao de compostos fenolicos foi baixa, quando comparada aos outros tempos de
extragdo, Yingngam, Supaka e Rungseevijitprapa (2015), sugerem que tempos reduzidos de
extragcdo ndo permitem a penetracao eficiente do solvente na matriz vegetal, o que pode nao ser
suficiente para a completa transferéncia dos solutos para a fase organica, obtendo como
resultado uma baixa extracdo dos compostos de interesse (OLIVEIRA, 2014).

A temperatura em que concentragdo de fenolicos totais se manteve estavel para o
presente trabalho entre 10 e 30 minutos foi a temperatura de 90 °C. Essa estabiliza¢do pode ser
justificada pela segunda lei de difusdo de Fick, que prevé que apos um determinado tempo
ocorre um equilibrio entre as concentracdes do soluto na matriz solida e na solucdo, a partir
desse ponto o tempo ja ndo ¢ mais uma varidvel favoravel para a extracdo de compostos
fenolicos (SILVA; ROGEZ; LARONDELLE, 2007). Assim para a obten¢ao do extrato aquoso,
a temperatura e tempo escolhidos foram de 90° C por 10 minutos.

Os extratos foram avaliados em relacdo aos s6lidos soluveis para as temperaturas de 40

e 70 °C o valor obtido foi de 1,3° Brix. Para as temperaturas de 90 e 95 °C, foi de 1,7° Brix, isso
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demostra que as condi¢gdes de temperatura do extrato também sdo relevantes para o rendimento
deste parametro.

Foi realizado branqueamento nas folhas in natura, com o objetivo da inativacdo das
enzimas peroxidase e polifenoloxidase, as oxidases sdo encontradas naturalmente na erva-mate
in natura, € quando nao tem sua atividade enzimatica inibida causam escurecimento das folhas
(Figura 6) e alteram o sabor das bebidas obtidas com o produto desidratado, normalmente
conferindo amargor (SANTOS, 2009). Devido a presenga das enzimas peroxidase e
polifenoloxidase, pode ocorrer a oxidagdo dos compostos fenolicos, estas enzimas oxidam os
compostos fenodlicos, removendo hidrogénio de suas ramificagdes dando origem as quinonas, €
essas podem se condensar, resultando na formacao da melaninas (VILAS BOAS, 2002).

Nesse sentido realizou-se a extragdo de compostos fendlicos da folha branqueada e nao
branqueada. A concentragdo dos compostos fenolicos foi trés vezes maior na folha com
tratamento (402,63 mgEAG/g de amostra seca) do que a folha sem tratamento, apenas seca em

estufa (124,73 mgEAG/g de amostra seca).

Figura 6 - Erva-mate branqueada e ndo branqueada

\‘

Folha branqueada Folha niio branqueada

Fonte: Autor 2019.

Apoés secagem em estufa, a erva-mate apresentou uma diminui¢ao da umidade inicial
(35 %), para 9,4 %. Este valor encontrado atende ao exigido pela legislagdo que ¢ no maximo
10% (BRASIL, 2002).

Foram realizadas analises no cha mate comercial e extrato aquoso de erva-mate, a fim

de avaliar e comparar alguns parametros (Tabela 2).
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Tabela 2 - Caracterizagdo do extrato aquoso de erva-mate e do cha mate comercial

Solidos Soliiveis  Turbidez Compostos fenolicos

Ensaio pH (°Brix) (NTU) totais (mg/g)!
Extrato bruto 5,24+0,08 1,6 £0,04 340 +4,64 402,5 +0,8
Cha mate 3,78+0,1 9,5+0,1 24,7240,01 64,69+1,8
Comercial

Resultados expressos como média + desvio padrdo.'expresso em miligrama equivalente a acido galico por grama
de amostra seca. Fonte: Autor 2019.

Os solidos soluveis e pH apresentados para o cha mate comercial se diferem do extrato
aquoso da erva-mate, no cha mate ha adicao de agticares, que aumentam a quantidade de solidos
soluveis, e acidulantes, que diminuem o pH do mesmo.

Outro parametro ¢ a concentragdo dos compostos fenolicos presentes no chd mate
comercial (64,69+1,8 mgEAG/g de amostra seca). Em comparagdo com o extrato aquoso de
erva-mate (402,5+0,8 mgEAG/g de amostra seca) a concentragdo ¢ menor. Isso pode ser
explicado, devido ao processamento no qual a erva-mate utilizada para o cha mate comercial ¢
submetida (Figura 2), isso ocorre pela possivel degradagao de alguns compostos devido as altas
temperaturas necessarias no processo de tostagem (LIMA et al., 2016). O extrato bruto
apresenta uma elevada turbidez (340 +4,64 NTU), este extrato ndo foi submetido a um
tratamento de clarificagdo, ¢ nesse sentido que o extrato aquoso de erva-mate precisa ser

submetido a um processo de clarificacao.
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42  MICROFILTRACAO E ULTRAFILTRACAO

A Tabela 3 apresenta a caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos para alimentagao

e permeados das membranas estudas.

Tabela 3 - Caracterizag@o das alimentagdes e permeados dos experimentos

Correntes das Solidos totais Turbidez Compostos fenolicos
filtracoes (g/L) (NTU) totais (mg/g)!
Correntes da Microfiltracao (0,1 pm)

A 15,1°41,0 464,5°+9.5 141,6°+ 7,2
P 0,5 10,784£3,2 19,2%+14,0 91,4*+23.4
P1 10,8%+0,8 10,32+1,2 101,6*+ 17,6
P15 10,12+0,1 36,1°+12,1 90,8*+ 2,6
Correntes da Ultrafiltracao (30 a 80 kDa)

A 14,0°+1,6 267,3°+23,5 158,52+ 2,6
P 0,5 9,8%+0,7 0,22%+0,0 129,0*+ 9,0
P1 9,8%+0,0 1,2+0,9 99,7* + 18,8
P1,5 12,1%%+0,8 0,5+0,3 106,6 + 11,4

Correntes da Ultrafiltraciao (4 kDa)
A 13,3%+1,1 364,7°£25,3 149,12+ 7,7
P 0,5 8,6'+2.4 9,2+0,6 85,1*+£292
P1 11,0%+1,3 10,8%4+2,1 86,0 £ 14,8
P15 9,0°+1,5 9,5%+1,1 90,3*+9,0

Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes para cada membrana na mesma coluna

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). 'expresso em miligrama equivalente a acido

galico por grama de amostra. A: alimentacdo; R: retido; P:permeado. 0,5; 1; 1,5 (pressdes utilizadas em bar).
Fonte: Autor, 2019.

Chandini et al., (2013) relataram que as bebidas como chas devem apresentar valores de
turbidez inferiores a 50 NTU para serem consideradas comercializaveis e serem aceitas pelos
consumidores. Todos os extratos clarificados se encontram abaixo deste valor citado. A turbidez
dos extratos variaram de 0,22 a 36,16 NTU, os extratos clarificados pelas membranas e pressdes
estudadas diminuiram a turbidez de maneira favoravel, em relacdo a turbidez, qualquer um dos
extratos clarificados poderiam ser comercializados.

A membrana de ultrafiltracao (30 a 80 kDa) foi a que apresentou os menores valores de
turbidez variando de 1,2 a 0,22 NTU, o extrato bruto tinha uma turbidez elevada 267,3 + 23,5
e os extratos clarificados nesta membrana apresentaram uma turbidez proxima a zero. Gerke et
al. (2017) clarificou extrato bruto de erva-mate com membranas, os autores obtiveram valores
de turbidez do extrato clarificado proximo de zero, como encontrado no presente estudo.

A turbidez ¢ um parametro imprescindivel para a aceitabilidade de bebidas funcionais.

Produtos a base de extratos de plantas podem causar problemas tecnologicos como precipitagao
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dos soélidos suspensos, resultando um aspecto de turvo as bebidas, isso por que os compostos
fenolicos se complexam com coloides presentes nestes extratos dando este aspecto a estas
bebidas, a quantidade de solidos estd diretamente ligada a turbidez, como apresenta a tabela 3,
a medida que diminui os s6lidos totais das correntes da alimentagdo para o permeado, isso
ocorre também com o parametro de turbidez.

Nao houve diferenca significativa para a concentracao dos compostos fendlicos entre as
correntes, para todas as membranas estudadas, as concentragdes dos extratos clarificados
variaram de 129,08 + 9,0 a 85,12 £ 29,2 mgEAG/g de amostra seca. Como comentado
anteriormente, os compostos fendlicos podem ter atividade antioxidantes. O campo cientifico
ja vem estudando a adi¢ao de fenolicos como antioxidante natural em substituicdo aos
antioxidantes sintéticos.

Faion et al. (2015) estudaram a influéncia da adicdo de diferentes concentragdes de
extrato de erva-mate em queijo prato. A atividade antioxidante dos extratos de erva-mate foram
comprovadas. Durante a maturagdo, todas as formulagdes com adi¢dao de culturas adjuntas e
extrato de erva-mate apresentaram menor oxidagao lipidica. Os extratos foram efetivos sobre a
oxidacdo protéica apds 30 dias de armazenamento nos produtos das formula¢des com 0,1% e
0,2% de extrato. Sordini et al. (2019) recuperaram compostos fendlicos de uma estagdo de
tratamento de dleos, o extrato recuperado rico em compostos fendlicos demonstrou agdo como
antioxidante natural, protegendo o a-tocoferol contra a oxida¢ao e dificultando a formacao de
compostos volateis negativos. Como demonstrados em estudos de Faion et al. (2015) e Sordini
et al. (2019), os compostos fenolicos possuem capacidade antioxidante.

Observa-se uma variagdo dos compostos fendlicos dos extratos brutos que foram
alimentados a membrana, assim como as concentragdes do extrato bruto apresentado na tabela
1. Isso pode ser explicado por que a composicao das plantas ¢ influenciada por diferentes
elementos de cultivo (solo, temperatura, nutrientes) e processamento (tempo, temperatura).
Durante o crescimento, o metabolismo secundario da planta pode produzir um grande niimero
de compostos fenolicos para proteger a planta de estressores ambientais (HECK et al., 2008).
Vale ressaltar que foram utilizadas as mesmas condi¢des de extracdo para a obtencao de todos
os extratos apresentados neste estudo.

Os valores de pH variaram de 5,6 a 6,12 de todas as correntes analisadas para as trés
membranas, ndo havendo diferenca significativa entre as correntes e pressoes estudadas (tabelas
7 no apéndice E). Ferreira (2014) clarificou o extrato aquoso de erva-mate com membrana de
ultrafiltragcdo e os valores de pH encontrados sdo parecidos com o presente do estudo (pH em

torno de 6), onde nao diferiram em relacao a alimentagdo, permeado e retido. Os chas prontos
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para consumo apresentam valores de pH menores, entre 3 e 4 (tabela 1), isso porque hé adigao
de estabilizantes e acidulantes nestes produtos, com o proposito de manterem suas
caracteristicas quimicas (LUNKES; LINA, 2014), e aumento da vida de prateleira dos mesmo.
Para as correntes de alimentacdo e permeado as quantidades das enzimas
polifenoloxidases e peroxidases ndo chegaram a uma unidade de atividade enzimética (tabela 6
no apéndice D), comprovando que o branqueamento nas folhas foi eficiente.
A figura 7 apresenta as rejei¢des das membranas estudadas para os parametros de

turbidez, atividade antioxidante e compostos fenolicos.

Figura 7 - Rejeicao para as membranas de microfiltracao (0,1 pm) (a); Ultrafiltracao (30 a 80 kDa) (b);
Ultrafiltracao (4 kDa) (c).
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As membranas apresentaram baixa rejei¢do dos compostos fenolicos e alta rejeicao dos
compostos que causam turbidez ao extrato. Para os compostos fenolicos, a membrana de
microfiltracdo obteve uma rejeicao de 27,8 e 35,7 %, a de ultrafiltracdo (4 kDa) uma rejei¢ao
de 39,35 ¢ 42,85 %. A membrana de ultrafiltracdo (30 a 80 kDa) apresentou a menor rejeigao
para os compostos fenolicos em todas as pressdes estudadas (18 e 30,5 %). A rejeicdo dos
compostos fenodlicos nao ¢ desejavel em um processo de clarificacdo, afim de manter as
propriedades nutricionais do extrato (BINDES et al. 2019b). Gerke et al. (2017), os autores
explicam que em um processo de clarificacdo ¢ desejavel obter um extrato sem turbidez
enquanto retém, tanto quanto possivel, o teor de nutrientes, isto €, o coeficiente de rejei¢ao para
a corrente do permeado deve ser proximo de zero.

Embora existam poucos estudos na literatura abordando o tratamento do extrato de erva-
mate utilizando os processos de separacdo por membranas, a literatura aponta estudos
relevantes com extratos de plantas e sucos. A exemplo disso, Mereddy et al. (2017) clarificaram
suco de beterraba e obteve valores satisfatorios, o processo de clarificagdo com membranas
removeu 99% de turbidez do suco, ainda obteve uma rejei¢ao de 95% dos sais e nitrato.

Souza et al. (2016) purificaram os compostos fenodlicos do chd verde através da
ultrafiltragdo, as redugdes na turbidez foram superiores a 90% em todas as membranas. No
entanto, em relacao rejeicdo para os compostos fenolicos as membranas de 10 e 5 kDa retiveram
quase a totalidade dos polifendis da corrente da alimentagcdo, enquanto a reteng¢do das
membranas de 20 e 30 kDa foi inferior a 70 %. Os autores atribuem esta alta retengao dos
compostos fenolicos a dois fatores, por fenomenos de incrustagdo e/ou interagdes dos
compostos fenolicos com as proteinas presentes no cha verde.

Em rela¢do aos compostos que causam turbidez ao extrato, os mesmos tiveram uma
rejeicdo acima de 95% para todas as membranas e pressdes no presente estudo. A membrana
de ultrafiltragdao (30 a 80 kDa) obteve uma rejeigao de 99,9%. Estes valores também foram
encontrados para Gerke et al. (2017), os autores clarificaram extrato de erva-mate em diferentes
membranas, e obtiveram uma reten¢do de turbidez em 100%, permitindo uma clarificacao
eficiente, reduzindo a turbidez inicial para proximo de zero.

Estes estudos corroboram que os processos de separagdo por membranas podem ser
alternativos aos processos convencionais, clarificando extratos de plantas e preservando os
compostos de interesse.

A figura 8 apresenta a analise de fluxos para microfiltragdo (0,1 um), ultrafiltragao (30

a 80 kDa), ultrafiltragdo (4 kDa) para todas as pressoes estudadas.
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Figura 8 - Fluxo do permeado durante a filtragdo por membranas microfiltragdo (0,1 pm) (a); Ultrafiltragdo (30 a

80 kDa) (b); Ultrafiltracao (4 kDa) (c).
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Fonte: Autor 2019.

A membrana de microfiltragao (0,1 um) apresenta uma queda de fluxo com 10 minutos
de operacdo com pressdo de 0,5 bar, o fluxo inicial 48 L/m2.h declinou para 26,4 L/m?.h até o
final da filtracdo. O declinio do fluxo permeado inicial pode ser atribuido a adsor¢ao de espécies
macromoleculares pela membrana, ao acimulo de uma camada de polarizagdo de concentragao
e ao acumulo de pequenos solutos nos poros da membrana. Cassano et al. (2014) relataram que
¢ possivel ocorrer uma associacao entre compostos fendlicos e outros solutos presentes na
solucdo, por exemplo, polissacarideos, gerando particulas maiores que podem ser retidas na
camada filtrante da membrana, contribuindo para a incrustagao.

A membrana de ultrafiltragdo (4 kDa) obteve uma retengdo de 42,85% dos compostos
fenolicos totais, isso explica o fato da mesma ter apresentado o menor fluxo permeado 10,2
19,2 L/m?.h para a pressdo de 0,5 bar e 14,4 L/m?>.h para as pressdes 1 e 1,5 bar. O extrato de
erva-mate possui uma composi¢do complexa, com componentes de diferentes pesos

moleculares como polissacarideos da parede celular (como lignina , celulose e pectina), por isso
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forma-se a incrustacdo quase que instantaneamente. O que resulta em um baixo fluxo desta
membrana, quando comparada com as demais (RAO et al., 2011).

Para todas as membranas e pressoes estudadas, houve um declinio do fluxo no decorrer
da filtracdo. Com excecdo para a membrana de ultrafiltracdo (30 a 80 kDa) pressao de 0,5 bar,
esta apresentou um fluxo inicial de 19,8 L/m2.h, exibindo um fluxo constante até 40 minutos
de operacio, apos o fluxo obteve um declinio minimo para 19,2 L/m?.h mantendo este volume
até o fim da operagdo. Isso pode ser explicado ao fato de que a mesma, obteve baixa reten¢ao
de compostos fendlicos (18%) e solidos totais (20%) na pressao de 0,5 bar.

A tabela 4 apresenta a analise de cor realizada nos extratos obtidos nas filtragdes, os

permeados clarificados (figura 9).

Figura 9 - Obtencao de extratos do processamento com a membrana de ultrafiltragdo (30 a 80 kDa) a pressao de

0,5 bar.

———

B s = =

Fonte: Autor, 2019.

Os valores de “L” demonstram intensidade a cor amarelo claro e luminosidade alta (L*
= 54,44 at¢ 66,89), sendo que o valor proximo a 100 significa cor com brilho intenso. Os valores
de “b” foram positivos para os extratos clarificados, sugerindo que amarelo ¢ a principal cor
dos extratos. Ja os extratos da alimentagdo de todas as membranas e pressdes estudadas,
apresentaram valores de luminosidade (L* = 33,55 até¢ 39,84), penderam a cores mais escuras,
como vermelho e marrom, por apresentarem uma grande quantidade de so6lidos suspensos.
Muitos dos solidos em suspensao presentes na alimentagado, e que ficaram na corrente do retido,
sao pigmentos que dao esta coloragdo caracteristico de cha turvo. Esse comportamento das

cores para os permeados, ¢ um parametro importante. J que o aparecimento de compostos de



51

coloracdo marrom sdo percebidos como de baixa qualidade pelos consumidores que preferem

bebidas deste seguimento translucidas.

Tabela 4 - Analise de cor das correntes das filtragdes

Correntes das filtracoes L* a* b*

Correntes da Microfiltracao (0,1 pm)

A 39,84* + 0,47 8,924 + 0,07 25,77+ 0,69
P 0,5 56,65 + 2,91 9,13+ 2,43 46,04° + 1,95
P1 54,44 + 1,55 10,13% + 1,41 44.54° + 1,38
P1,5 59,30°+ 0,83 8,838+ 2,32 43,76 + 5,52
Correntes da Ultrafiltracao (30 a 80 kDa)
A 39,29 + 0,04 10,67% + 0,22 25,032+ 0,07
P 0,5 61,73% +2.38 5,128+ 1,35 46,58+ 0,12
P1 62,71°+ 2,61 3,77* + 2,59 44,56 + 1,01
P1,5 63,88 + 0,18 2,92+ (0,65 46,08° + 0,60
Correntes da Ultrafiltracao (4 kDa)
A 33,55+ 1,27 5,898+ 0,20 15,38+ 2,26
P 0,5 66,05° + 3,00 0,152 +2.53 43,54" + 1,02
P1 66,54 + 223 -0,112+ 1,35 43,84° + 1,53
P15 66,89° + 2,25 1,142+ 2,25 41,07° + 1,44

Resultados expressos como média + desvio padrio. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas
significativas entre os tratamentos (p<0,05). L* (luminosidade), a* {verde (-) ¢ vermelho(+)}, b* {amarelo (+) ¢
azul (-). A: alimentagdo; P:permeado. 0,5; 1; 1,5 (pressoes utilizadas em bar). Fonte: Autor 2019.

A escolha da membrana para continuagdo dos estudos baseou-se principalmente nos
valores de rejei¢do em relagdo a turbidez (99,9%), compostos fenolicos (18%) e atividade
antioxidante, pois sdo fatores relevantes para uma bebida preparada a base de extratos de ervas.
Assim, o extrato clarificado na membrana de ultrafiltragao (30 a 80 kDa), 0,5 bar, foi o utilizado

para a continuidade deste trabalho.
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4.3 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

A tabela 5 apresenta os compostos bioativos presentes nos extratos de erva-mate, foram

identificadas as metilxantinas, teobromina e cafeina, e o0 composto fenolico, acido clorogénico.

Tabela 5 - Teores de compostos bioativos no extrato de erva-mate

Ensaio Teobromina Acido clorogénico Cafeina
(ng/ml) (ug/ml) (ug/ml)
Extrato bruto 1353,3 £ 0,01 522,5+0,02 355,1+0,01
Extrato clarificado 1068,4 + 0,00 308,0 + 0,01 330,8 + 0,02

Fonte: Autor, 2019.

A perda de cafeina no processo de clarificagdao foi baixa, como indicado pelo valor de
rejeicdo de 6,8 %. Isso pode ser explicado por que a cafeina ¢ um composto de baixo peso
molecular (194 Da), permeia com facilidade a membrana de ultrafiltracdo (30 a 80 kDa). Gerke
et al. (2017), obtiveram uma retencao dos compostos bioativos variaram entre 11 e 35,5 %, para
trés membranas estudadas. Os autores observam que a perda bioativa pode ser explicada pela
rejeicdo solida em suspensdo na membrana e a adsor¢do de cada compostos na superficie da
membrana, para a membrana de ultrafiltragdo de polietersulfona (50 kDa) a rejei¢ao de cafeina
foi de 18,3 %.

As bebidas preparadas a base de erva-mate sao consideradas uma fonte de metilxantinas,
o teor de cafeina e teobromina ingerido varia entre 25-175 mg e 6-28,5 mg, respectivamente, €
depende da matéria-prima utilizada, forma de preparo e quantidade ingerida (JUNIOR e
MORAND, 2016). Vale ressaltar a importancia destes compostos na saude e na utilizacdo como
aditivos alimentares. Todos estes compostos tém em comum o efeito estimulante sobre o
sistema nervoso central, com a cafeina como o representante mais potente (HECK; MEJIA,
2007).

O 4cido clorogénico ¢ conhecido por ter varios usos importantes e terapéuticos, como
atividade antioxidante, antibacteriano, antimicrobiano, antiobesidade, anti-inflamatorio e
estimulador do sistema nervoso central (NAVEED et al., 2018). Essa observagao ¢ importante
porque o &cido clorogénico tem se mostrado o principal responsavel pela capacidade
antioxidante dos compostos fenolicos (CORREA et al., 2017). Atividades antioxidantes
proporcionalmente maiores demonstraram que o tipo de fendlicos, e ndo a quantidade, ¢

responsavel pelas atividades antioxidantes (RAJAEI et al., 2010). Compostos fendlicos
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distintos diferem em sua capacidade antioxidante, biodisponibilidade e metabolismo

(SANCHEZ et al., 2015).

44  ESTABILIDADE DO EXTRATO DE ERVA-MATE CLARIFICADO

Foi avaliada o efeito do armazenamento para duas temperaturas (ambiente e
refrigeragdo) por 30 dias do extrato de erva-mate clarificado (figura 10), de modo a produzir
um produto estabilizado mantendo suas qualidades, o extrato clarificado foi armazenado sem

qualquer aditivo ou conservante.

Figura 10 - Compostos fendlicos totais (a) e turbidez (b) da vida de prateleira dos extratos de erva-mate

clarificados.

—&— Extrato clarificado (REF) —B—Extrato clarificado (AME) @

—e—Extrato bruto (AMB) —a—Extrato bruto (REF)

l——ﬁ':.-.'ni::r——-—=i;-—l—\~sl

Compostos fenolicos totais
(mgEAG g de amostra seca)

0 1 2 3 4

Tempo (semanas)
(b)

—&— Extrato clarificade (REF) —B— Extrato clarificado (AME)

—8—Extrato bruto (AMB) —— Extrato bruto (REF)

1000
500
300
0o
600
300
400
300
200
100

Turbidez
(NTL)

Tempo (semanas)

Fonte: Autor, 2019.

Como apresentado anteriormente, as membranas de filtragdo foram eficientes na
clarificagdo do extrato bruto de erva-mate, assim como na conservacdo dos compostos
fenolicos. E importante salientar que este extrato clarificado pode ser utilizado como produto,

sendo adicionado em bebidas, outra finalidade é como antioxidante natural. O armazenamento
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do extrato ¢ uma etapa de suma importancia, ja que estes compostos independe da sua finalidade
precisam manter sua estabilidade.

O extrato armazenado em temperatura de refrigeragdo, ndo apresentou aumento em
relacdo a turbidez, estando na faixa de 0,22 e 8,5 NTU, como ja citado anteriormente, Chandini
et al., (2013) afirmam que as bebidas como chas devem apresentar valores de turbidez inferiores
a 50 NTU, para serem comercializadas. No entanto, para armazenamento em temperatura
ambiente, o extrato apresentou um aumento de turbidez de 0,24 para 385 NTU. Assim este
extrato ndo poderia ser aplicado em bebidas devido este aumento de turbidez, j4 que os
consumidores preferem produtos transliicidos para este fim, esta turbidez elevada pode ser
decorrente do crescimento de microrganismos.

A quantidade de compostos fenolicos extraidos industrialmente chegou a 16.380
toneladas em 2015 e estima-se que até¢ 2024 tenha um aumento para 33.880 toneladas. Grande
parte destes compostos ¢ destinada a industria de bebidas, destacando o crescimento da
demanda por bebidas funcionais (44%), assim como em outros alimentos (33%) (ADEBOOYE,
ALASHI e ALUKO, 2018). Os compostos fendlicos foram preservados durante os 30 dias de
para as duas temperaturas armazenamento, demonstrado na figura 10.

Sousa et al. (2016) avaliaram a estabilidade do cha verde clarificado em diferentes
membranas, e observaram uma queda de 9 a 60% na concentracdo de polifenois na primeira
semana de armazenamento a 5° C, no decorrer das semanas, os permeados mantiveram-se
estaveis por 30 dias. Bindes et al., (2019b) observaram a estabilidade do cha verde clarificado
por membrana de microfiltragao, o permeado microfiltrado durante 30 dias de refrigeragao,
obteve.

Os extratos brutos armazenados a temperatura ambiente e refrigeracdo tiveram uma
queda na concentragdo dos compostos fendlicos, isso pode ser explicado por que estes extratos
ndo foram submetidos ao processo de clarificagdo, macromoléculas como proteinas e
polissacarideos ficaram suspensas no meio, dando o aspecto de turvo, assim como observamos
o aumento da turbidez na figura 10 (grafico b) para os extratos brutos. Como ja mencionado
anteriormente, os compostos fenolicos se complexam com estas macromoléculas, formando
particulados maiores, que além do aspecto de turvo diminuem a concentragdo dos compostos

fenolicos (MONSANTO et al., 2014).
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5 CONCLUSAO

Foi avaliada a influéncia do tempo e temperatura na extragcao dos compostos fendlicos,
a maior concentragao destes compostos foram obtidas através de temperaturas altas de extragao
70, 90 e 95 °C. Temperaturas altas rompem a estrutura das células nas folhas facilitando a
extracdo destes compostos por difusdo, entretanto observamos neste estudo que para 95 °C por
30 minutos houve uma degradacdo dos compostos fendlicos, assim ¢ sugerido para
temperaturas altas que o tempo de extragado seja reduzido. A condigdo de extragao de 90° C por
10 minutos foi a escolhida para dar continuidade nos experimentos.

O extrato bruto de erva-mate foi clarificado por trés membranas, os valores de turbidez
para os extratos clarificados variaram de 0,22 e 36,16 NTU, as membranas foram eficientes na
preservacao dos compostos fenolicos, ndao houve diferenga significava entre as correntes de
alimentacdo e permeado, com isso todos os extratos clarificado pelas membranas possuem
potencial de uso. A rejei¢do dos valores de turbidez foram superiores a 95% e inferiores a 42
% para os compostos fenolicos, os processos de separacao por membranas clarificaram o extrato
bruto de erva-mate e conservaram os compostos bioativos.

A membrana que apresentou melhor eficiéncia foi a de ultrafiltracdo 1 (30 a 80 kDa)
utilizando a pressdo de 0,5 bar, apresentou baixa rejeicdo dos compostos fenolicos (18%), alta
rejeicao de turbidez (99,9%) e fluxo estavel, o que ¢ desejdvel em um processo de clarificagdo
de extratos e chas, esta foi a membrana utilizada para dar continuidade para a proxima etapa do
trabalho. Os compostos bioativos identificados no extrato clarificado foram cafeina, teobromina
e acido clorogénico, ressalta-se a importancia do &cido clorogénico para a industria de
alimentos, como antioxidante natural.

Os compostos fendlicos sdo instdveis em condicdes adversas, no entanto, foi
comprovado que as membranas de filtragdo estabilizam este extrato. Os extratos clarificados
apresentaram estabilidade para os compostos fenolicos e turbidez ao longo de 30 dias
armazenados em temperatura de refrigeragdo. A aplicacdo desses extratos ¢ abrangente,

podendo ser utilizado na induastria como base para bebidas com apelo funcional.
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APENDICE A — Artigo cientifico

PRODUCAO DE EXTRATO FENOLICO DE ERVA-MATE POR PROCESSOS
DE SEPARACAO POR MEMBRANAS

Lara Franco dos Santos'; Vandré Barbosa Brido'.

1. Programa de pos-graduagdo em Ciéncia e tecnologia de alimentos.

RESUMO

Extratos vegetais possuem em sua composi¢cdo quimica compostos fenolicos, estes podem ser
utilizados como antioxidantes naturais nos alimentos. Para sua aplicagdo, estes extratos
precisam ser clarificados. Os processos de separacdao por membrana sdo indicados para este fim,
estes processos utilizam temperaturas amenas, preservando os compostos de interesse. O
objetivo deste estudo foi a clarificagdo do extrato de erva-mate e a preservagao dos compostos
fenolicos, e a estabilidade do extrato clarificado. Para isso, foram estudadas trés membranas
com tamanho de poros diferentes, e trés pressdes diferentes, a fim de verificar qual a melhor
condi¢cdo. Foram avaliadas os compostos fendlicos totais, atividade antioxidante, turbidez e
solidos totais. Em relagdo a clarificacdo do extrato de erva-mate e preservacdo dos compostos
fendlicos depois do processo, todas as membranas foram eficientes. A membrana de
ultrafiltracao (30 a 80 kDa) apresentou alta retengdo de turbidez (99,9 %) e baixa de compostos
fenolicos (18 %). O extrato clarificado apresenta estabilidade para os compostos bioativos ao
longo dos 30 dias.

INTRODUCAO

O estudo com plantas vem ganhando destaque no campo cientifico por sua composi¢ao
fenolica e capacidade como antioxidante natural (ELFALLEH et al., 2019), a exemplo disso a
Ilex paraguariensis, conhecida como erva-mate ¢ fonte de compostos bioativos como 0s
compostos fenolicos, metilxantinas e saponinas (RIACHI e MARIA, 2017). Estudos
relacionam bebidas a base de erva-mate a efeitos estimulantes (SANTOS et al., 2015),
diminui¢do do risco de doengas degenerativas e cronicas causadas pelo estresse oxidativo
(BAEZA et al., 2016).

A erva-mate possui importancia cultural e econdmica para os paises do sul da América
Latina como produto agroindustrial, ¢ geralmente consumida na forma de chimarrdo, cha mate
e tereré, ha um grande interesse no desenvolvimento de produtos a base desta planta, uma
alternativa para diversificar seu uso ¢ a producdo de extratos de erva-mate (JUNIOR e

MORAND, 2016).
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A extragdo ¢ uma etapa fundamental para a produgdo de bebidas funcionais a base de
extratos vegetais, tendo um impacto significativo no rendimento e na pureza dos compostos
bioativos (BINDES et al., 2019%). O extrato aquoso de plantas contém uma matriz complexa
com polissacarideos e proteinas que sdo co-extraidos juntamente com os compostos fenolicos,
levando a diminuir a pureza do extrato (BALYAN; VERMA; SARKAR, 2019). Nesse sentido
o extrato precisa ser clarificado, a clarificagdo convencional envolve centrifugagao e filtragao,
utilizando terra diatomacea e gerando residuos (CASSANO, 2016).

Os processos de separagdo por membranas sdo considerados viaveis para clarificacao,
concentracao e purificagao de solugdes aquosas por manter as caracteristicas nutricionais e
funcionais de extratos de plantas (GERKE et al., 2017). Isso ocorre porque utilizam
temperaturas amenas € nao envolvem uso de solventes quimicos. As membranas de filtracdo
sdo amplamente aplicadas para extratos vegetais e de frutas, para clarificacdo (GERKE et al.,
2017; BINDES et al., 2019), concentracao (TUNDIS et al., 2018; SEIFZADEH et al., 2019) e
purificagao (CONIDI et al., 2017; MADRONA et al., 2019; MONDAL et al., 2019).

Poucas pesquisas reportam a clarificagdo de extrato de erva-mate por processos de
separacdo por membrana (GERKE et al., 2017), e nenhuma apresenta um estudo da estabilidade
do extrato de erva-mate clarificado por membranas. Neste contexto, esta pesquisa visa avaliar
se estes processos proporcionam a clarificagdo do extrato de erva-mate, assim como a
conservagdo dos compostos fenolicos ao longo do tempo. O objetivo geral é desenvolver um
processo por microfiltragdo e ultrafiltracdo para a clarificagdo e estabilizagdo de um extrato

aquoso da erva-mate.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

A erva-mate (folhas in natura) foi colhida na cidade Ilopolis — Rio Grande do Sul, em

lotes de 5 kg e fornecidas gentilmente pela empresa Inovamate. As folhas sdo separadas dos

caules para posterior pré-tratamento da folha in natura.

Obtencao do extrato aquoso das folhas da llex paraguariensis

As folhas foram branqueadas a 95° C por 30 segundos, em seguidas foram imersas em

banho de gelo. Apds o branqueamento, as folhas foram secas em estufa de circulacao de ar
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forcado a 50 ° C por 24 h e processadas em moinho de facas e classificadas em peneiras com
mesh < 42 (<355 pm), embaladas a vacuo em embalagens de polietileno e armazenadas
congeladas até o momento da obtengao dos extratos e realizacdo das analises. Realizou-se uma
infusdo com as folhas trituradas da erva-mate na razao de 3% (folha:agua) m/m. Foi realizado
uma extragao de 90° C por 10 minutos. O extrato foi filtrado a vacuo usando funil de Biichner
com papel filtro qualitativo. Apds o extrato bruto foi alimentado a membrana, para o processo

de clarificagao.

Microfiltracao e ultrafiltraciao

Equipamento piloto de bancada de filtracio tangencial

O estudo foi realizado em um equipamento piloto de bancada de filtracao tangencial

fornecido pela empresa WGM Sistemas (Sdo Paulo — Brasil). Foram utilizadas trés membranas

com diferentes caracteristicas de materiais e didmetro de corte (Quadro 1).

Quadro 1 — Caracteristicas das membranas utilizadas.

Membrana Configuracao Didmetro de Material Area de
corte fluxo
Microfiltracao Tubular 0,1 pm Polietersulfona 0,1 m?
Ultrafiltragao 1 Tubular 30 kDa a 80 kDa Policloreto de 0,1 m?
vinilideno
Ultrafiltracio 2 Tubular 4 kDa Ceramica (Oxido de 0,1 m?
Zirconia)

Fonte: Autor, 2019.

O equipamento € composto por um reservatorio de aco inoxidavel de 10 L de capacidade
e uma bomba pneumatica para alimentacao na carcagca da membrana. O extrato aquoso de erva-
mate foi alimentado no tanque e impulsionado pela bomba através da membrana, separando o
permeado e o retido. Ambas correntes foram recirculadas para o tanque de alimentagdo,
mantendo o volume constante durante a operacdo, que durou uma hora. As filtracdes foram
realizadas a temperatura ambiente. Os parametros de filtracdo foram avaliados em diferentes
pressoes, 0,5 bar, 1 bar, 1,5 bar. Todos os experimentos foram realizados em duplicata. Ao final
da filtracdo tangencial, foram coletadas amostras do permeado e retido, foram conduzidas para
as analises, realizadas em triplicatas para averiguar a eficiéncia do processo e a influéncia das

diferentes condi¢des experimentais.
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Retencao das membranas

O coeficiente de retengdo (R) representa a capacidade da membrana de reter moléculas,

ele ¢ dado em porcentagem. O coeficiente de retencdo sera calculado por meio da Equagao 1:

. M

(1 C permeado

- P : ) x 100
C alimentacao

sendo:
R: retengdo (%);
C permeado: concentracdo do componente no permeado;

C retido: concentragcdo do componente na alimentagao.
Determinacées analiticas

Para caracterizagdo do extrato aquoso de erva-mate e correntes da filtragdo foram
realizadas analises de solidos totais de acordo com metodologia do Instituto Adolf Lutz (IAL,
2008). Para analise de turbidez foi avaliada em turbidimetro (Tecnal, modelo TB 1000). As

analises foram realizadas em triplicata.
Compostos Fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi determinada por espectrofotometria,
por meio da reagdo de oxirredugdo com reagente de Folin-Ciocalteu, o qual reage com as
hidroxilas presentes nos polifenois, segundo a metodologia descrito por Correia et al. (2004),
com modifica¢des propostas por Sousa e Correia (2012). A curva padrao utilizada foi de acido
gélico. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
Extrato de erva-mate clarificado

Avaliacao da estabilidade do extrato de erva-mate

O extrato da melhor condi¢do de experimento foi avaliado quanto a sua estabilidade a

temperatura de refrigeracdo (4° C) e temperatura ambiente (26° C). Do tempo 0, e no decorrer
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de 30 dias (1 vez por semana). Foram avaliados compostos fendlicos totais e turbidez, de acordo
com metodologia j& descritas neste artigo.

Analise dos dados

A andlise de varidncia (ANOVA) serd utilizada para determinar as diferencas

significativas (p < 0,05). As diferengas entre as médias serao determinadas pelo teste de Tukey.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Microfiltracao e ultrafiltraciao

A Tabela 1 apresenta a caracterizagdo dos parametros fisico-quimicos para alimentacdo
e permeados das membranas estudas. Chandini et al., (2013) relataram que as bebidas como
chas devem apresentar valores de turbidez inferiores a 50 NTU para serem consideradas
comercializaveis e serem aceitas pelos consumidores. Todos os extratos clarificados se
encontram abaixo deste valor citado. A turbidez dos extratos variaram de 0,22 a 36,16 NTU, os
extratos clarificados pelas membranas e pressdes estudadas diminuiram a turbidez de maneira
favoravel, em relagdo a turbidez, qualquer um dos extratos clarificados poderiam ser
comercializados.

A membrana de ultrafiltracao (30 a 80 kDa) foi a que apresentou os menores valores de
turbidez variando de 1,2 a 0,22 NTU, o extrato bruto tinha uma turbidez elevada 267,3 + 23,5
e os extratos clarificados nesta membrana apresentaram uma turbidez proxima a zero. Gerke et
al. (2017) clarificou extrato bruto de erva-mate com membranas, os autores obtiveram valores
de turbidez do extrato clarificado proximo de zero, como encontrado no presente estudo.

A turbidez ¢ um parametro imprescindivel para a aceitabilidade de bebidas funcionais.
Produtos a base de extratos de plantas podem causar problemas tecnoldgicos como precipitagao
dos solidos suspensos, resultando um aspecto de turvo as bebidas, isso por que os compostos
fenolicos se complexam com coloides presentes nestes extratos dando este aspecto a estas
bebidas, a quantidade de solidos est4 diretamente ligada a turbidez, como apresenta a tabela 1,
a medida que diminui os solidos totais das correntes da alimentacdo para o permeado, isso
ocorre também com o parametro de turbidez.

Nao houve diferenca significativa para a concentragdo dos compostos fenodlicos entre as
correntes, para todas as membranas estudadas, as concentragdes dos extratos clarificados

variaram de 129,08 + 9,0 a 85,12 + 29,2 mgEAG/g de amostra seca. Como comentado
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anteriormente, os compostos fenolicos podem ter atividade antioxidantes. O campo cientifico
j& vem estudando a adi¢do de fendlicos como antioxidante natural em substituicdo aos

antioxidantes sintéticos.

Tabela 1 - Caracterizagdo das alimentagdes e permeados dos experimentos

Correntes das Solidos totais Turbidez Compostos fenolicos
filtracoes (g/L) (NTU) totais (mg/g)!
Correntes da Microfiltraciao (0,1 pm)

A 15,1°+1,0 464,5°+9.5 141,6°+ 7,2
P05 10,7%43,2 19,2%+14,0 91,4*+ 234
P1 10,8°+0,8 10,3%+1,2 101,6°+ 17,6
P15 10,12+0,1 36,1°+12,1 90,8*+ 2,6
Correntes da Ultrafiltracao (30 a 80 kDa)

A 14,0°+1,6 267,3%+23,5 158,52 £ 2,6
P 0,5 9,8%+0,7 0,22%+0,0 129,0* £9,0
P1 9,8%+0,0 1,2%+0,9 99,7* + 18,8
P1,5 12,1%%+0,8 0,5%+0,3 106,6° + 11,4

Correntes da Ultrafiltracio (4 kDa)
A 13,3%+1,1 364,7°£25,3 149,12+ 7,7
P 0,5 8,6'+2.4 9,2°+0,6 85,1+ 29,2
P1 11,0%%+1,3 10,8°+2,1 86,0 + 14,8
P 1,5 9,0°+1,5 9,5%+1,1 90,3*+9,0

Resultados expressos como média + desvio padrao. Letras diferentes para cada membrana na mesma coluna

indicam diferencas significativas entre os tratamentos (p<0,05). 'expresso em miligrama equivalente a dcido

galico por grama de amostra. A: alimentacdo; R: retido; P:permeado. 0,5; 1; 1,5 (pressoes utilizadas em bar).
Fonte: Autor, 2019.

Faion et al. (2015) estudaram a influéncia da adi¢cdo de diferentes concentragdes de
extrato de erva-mate em queijo prato. A atividade antioxidante dos extratos de erva-mate foram
comprovadas. Durante a maturagdo, todas as formulagdes com adigdao de culturas adjuntas e
extrato de erva-mate apresentaram menor oxidagao lipidica. Os extratos foram efetivos sobre a
oxidagao protéica apos 30 dias de armazenamento nos produtos das formulagdes com 0,1% e
0,2% de extrato. Sordini et al. (2019) recuperaram compostos fendlicos de uma estagdo de
tratamento de Oleos, o extrato recuperado rico em compostos fenolicos demonstrou agdo como
antioxidante natural, protegendo o a-tocoferol contra a oxidacao e dificultando a formagao de
compostos volateis negativos. Como demonstrados em estudos de Faion et al. (2015) e Sordini
et al. (2019), os compostos fenolicos possuem capacidade antioxidante. .

A figura 1 apresenta as rejeigdes das membranas estudadas para os parametros de

turbidez, atividade antioxidante e compostos fenolicos.
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Figura 1 - Rejeicao para as membranas de microfiltragdo (0,1 pm) (a); Ultrafiltragao (30 a 80 kDa) (b);
Ultrafiltragao (4 kDa) (c).
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As membranas apresentaram baixa rejei¢do dos compostos fenolicos e alta rejeigao dos
compostos que causam turbidez ao extrato. Para os compostos fenolicos, a membrana de
microfiltracdo obteve uma rejeicao de 27,8 e 35,7 %, a de ultrafiltracao (4 kDa) uma rejeigao
de 39,35 e 42,85 %. A membrana de ultrafiltracdo (30 a 80 kDa) apresentou a menor rejeicao
para os compostos fenodlicos em todas as pressoes estudadas (18 e 30,5 %). A rejeicdo dos
compostos fendlicos ndo ¢ desejavel em um processo de clarificacdo, afim de manter as
propriedades nutricionais do extrato (BINDES et al. 2019). Gerke et al. (2017), os autores
colocam que em um processo de clarificacdo é desejavel obter um extrato sem turbidez
enquanto retém, tanto quanto possivel, o teor de nutrientes, isto €, o coeficiente de rejei¢do para
a corrente do permeado deve ser proximo de zero.

Embora existam poucos estudos na literatura abordando o tratamento do extrato de erva-

mate utilizando os processos de separacdo por membranas, a literatura aponta estudos
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relevantes com extratos de plantas e sucos. A exemplo disso, Mereddy et al. (2017) clarificaram
suco de beterraba e obteve valores satisfatorios, o processo de clarificagdo com membranas
removeu 99% de turbidez do suco, ainda obteve uma rejeicao de 95% dos sais e nitrato.

Souza et al. (2016) purificaram os compostos fendlicos do cha verde através da
ultrafiltracdo, as redugdes na turbidez foram superiores a 90% em todas as membranas. No
entanto, em relagdo rejeicdo para os compostos fenolicos as membranas de 10 e 5 kDa retiveram
quase a totalidade dos polifendis da corrente da alimentacdo, enquanto a reteng¢do das
membranas de 20 ¢ 30 kDa foi inferior a 70 %. Os autores atribuem esta alta retengao dos
compostos fenolicos a dois fatores, por fenomenos de incrustagdo e/ou interagdes dos
compostos fendlicos com as proteinas presentes no cha verde.

Em rela¢do aos compostos que causam turbidez ao extrato, os mesmos tiveram uma
rejeicdo acima de 95% para todas as membranas e pressdes no presente estudo. A membrana
de ultrafiltragdao (30 a 80 kDa) obteve uma rejeigao de 99,9%. Estes valores também foram
encontrados para Gerke et al. (2017), os autores clarificaram extrato de erva-mate em diferentes
membranas, e obtiveram uma reten¢do de turbidez em 100%, permitindo uma clarificacao
eficiente, reduzindo a turbidez inicial para proximo de zero.

Estes estudos corroboram que os processos de separagdo por membranas podem ser
alternativos aos processos convencionais, clarificando extratos de plantas e preservando os

compostos de interesse.

Estabilidade do extrato de erva-mate clarificado

Foi avaliada o efeito do armazenamento para duas temperaturas (ambiente e
refrigeragdo) por 30 dias do extrato de erva-mate clarificado (figura 2), de modo a produzir um
produto estabilizado mantendo suas qualidades, o extrato clarificado foi armazenado sem
qualquer aditivo ou conservante.

Como apresentado anteriormente, as membranas de filtracdo foram eficientes na
clarificacdo do extrato bruto de erva-mate, assim como na conservagdo dos compostos
fendlicos. E importante salientar que este extrato clarificado pode ser utilizado como produto,
sendo adicionado em bebidas, outra finalidade ¢ como antioxidante natural. O armazenamento
do extrato ¢ uma etapa de suma importancia, ja que estes compostos independe da sua finalidade

precisam manter sua estabilidade.
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Figura 2 - Compostos fenoélicos totais (a) e turbidez (b) da vida de prateleira dos extratos de erva-mate

clarificados.
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Fonte: Autor, 2019.

O extrato armazenado em temperatura de refrigeragdo, ndo apresentou aumento em
relagdo a turbidez, estando na faixa de 0,22 e 8,5 NTU, como ja citado anteriormente, Chandini
etal., (2013) afirmam que as bebidas como chéas devem apresentar valores de turbidez inferiores
a 50 NTU, para serem comercializadas. No entanto, para armazenamento em temperatura
ambiente, o extrato apresentou um aumento de turbidez de 0,24 para 385 NTU. Assim este
extrato ndo poderia ser aplicado em bebidas devido este aumento de turbidez, ja que os
consumidores preferem produtos transliicidos para este fim, esta turbidez elevada pode ser
decorrente do crescimento de microrganismos.

A quantidade de compostos fenolicos extraidos industrialmente chegou a 16.380
toneladas em 2015 e estima-se que até 2024 tenha um aumento para 33.880 toneladas. Grande
parte destes compostos € destinada a industria de bebidas, destacando o crescimento da
demanda por bebidas funcionais (44%), assim como em outros alimentos (33%) (ADEBOOYE,
ALASHI e ALUKO, 2018). Os compostos fendlicos foram preservados durante os 30 dias de

para as duas temperaturas armazenamento, demonstrado na figura 10.
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Sousa et al. (2016) avaliaram a estabilidade do cha verde clarificado em diferentes
membranas, e observaram uma queda de 9 a 60% na concentracdo de polifendis na primeira
semana de armazenamento a 5° C, no decorrer das semanas, os permeados mantiveram-se
estaveis por 30 dias. Bindes et al., (2019) observaram a estabilidade do cha verde clarificado
por membrana de microfiltragdo, o permeado microfiltrado durante 30 dias de refrigeracao,
obteve.

Os extratos brutos armazenados a temperatura ambiente e refrigera¢do tiveram uma
queda na concentra¢ao dos compostos fenolicos, isso pode ser explicado por que estes extratos
ndo foram submetidos ao processo de clarificagdo, macromoléculas como proteinas e
polissacarideos ficaram suspensas no meio, dando o aspecto de turvo, assim como observamos
o aumento da turbidez na figura 4 (grafico b) para os extratos brutos. Como ja mencionado
anteriormente, os compostos fenolicos se complexam com estas macromoléculas, formando
particulados maiores, que além do aspecto de turvo diminuem a concentragdo dos compostos

fenolicos (MONSANTO et al., 2014).

CONCLUSAO

O extrato bruto de erva-mate foi clarificado por trés membranas, os valores de turbidez
para os extratos clarificados variaram de 0,22 e 36,16 NTU, as membranas foram eficientes na
preservacao dos compostos fenolicos, nao houve diferenga significava entre as correntes de
alimentacdo e permeado, com isso todos os extratos clarificado pelas membranas possuem
potencial de uso. A membrana que apresentou melhor eficiéncia foi a de ultrafiltragdo 1 (30 a
80 kDa) a 0,5 bar, obteve uma reten¢ao dos compostos fenolicos (18%), turbidez (99,9%), esta
membrana foi a utilizada para dar continuidade para a proxima etapa do trabalho.

Os extratos clarificados apresentam estabilidade para os compostos fenolicos ao longo
de 30 dias armazenados em temperatura de refrigeracdo (4° C) e ambiente (26° C). Os
compostos fenolicos sao instaveis em condi¢des adversas, no entanto, foi comprovado que as

membranas de filtracdo estabilizam este extrato, podendo o mesmo ter diversas aplicacdes
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APENDICE B — Curva analitica compostos fenélicos totais

Figura 11 - Curva analitica compostos fendlicos (1)
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APENDICE C - Curva analitica compostos fenolicos totais

Figura 12 - Curva analitica compostos fendlicos (2)
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APENDICE D - CARACTERIZACAO DOS PARAMETROS PARA AS MEMBRANAS ESTUDADAS

Tabela 6 - Caracterizagdo das alimentag¢des ¢ permeados dos experimentos

Correntes S()l,i do.s Sélid?s . . . Cf(e);l(ﬁgcs;gs
das S(())lu\tels Totais Condutlvullade Turbidez totais PO.D1 o P(?F1 o
filtracbes pH (°Brix) (g/L) (nS em™) (NTU) (m/g)! (UAEmin“g")’ (UAEming™)
Correntes da microfiltracdo (0,1 pm)
A 5,7%£0,03  1,85%+0,2 15,15°+1,0 1647°+44,5 464,5°+9,5 141,61*+ 7,2 0,38%+0,2 0,04°+0,01
P0,5 5,82%+0,05 1,68%+0,03 10,79°+3,2 1447°+6,5 19,25°+14,0  91,40* £ 23,4 0,06*+0,04 0,01+0,0
P1 5,87+0,1 1,33%°£0,03 10,88%+0,8 1296%+5,67 10,3%+1,2 101,66* £ 17,6 0,05%+0,04 0,012+0,02
P1,5 5,95+0,18 1,16°+0,13 10,15°+0,1 1334°+11,0 36,16°+12,17  90,85*+ 2,6 0,09%+0,01 0,01*+0
Correntes da ultrafiltracio (30 a 80 kDa)
A 5,740,09  1,859+0,03 14,0°+1,6  1649,99t15,75 267,3°£23,5  158,56*+2.6 0,25%+0,2 0,022+0,004
P05 5,85+0,0 1,400 9,8%+0,7 1448°+11,7 0,22%+0,0 129,08* + 9,0 0,022+0,0 0,01%+0,0
P1 5,8%+0,2 1,35%+0,1 9,8%+0,0 1358%+14,3 1,2°4+0,9 99,79 + 18,8 0,01*+0,01 0,04+0,0
P15 6,03%+0,07 1,200 12,12%°+0,8  1423%+]11,33 0,57°+0,35 106,66+ 11,4 0,07*+0,03 0,01%+0,0
Correntes da ultrafiltracido (4 kDa)
A 5,89%£0,1  1,54%+0,1  1337%1,1  1591,16+12,3  364,75°+253 149,15+ 7,7 0,78%+0,2 0,042%+0,01
P05 5,93°+0,1 1,12°+0,22  8,66"+£2,4 1247°+£7,5 9,28%+0,62 85,12 £29,2 0,08+0,03 0,007°4+0,0
P1 6,12°40,05 1,05°+0,15 11,07°+1,3 12612+36,33 10,85%42,15 86,05 £ 14,8 0,05%+0,04 0,006°+0,001
P15 6,11°+0,39  1,1°+0,0 9,0°+1,5 1257%43,17 9,5+1,1 90,39* £ 9,03 0,12%4+0,02 0,005°+0,001

Resultados expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os tratamentos (p<0,05). 'expresso em
miligrama equivalente a dcido gélico por grama de amostra. *POD: Peroxidase. “POF: Polifenoloxidase. A: alimentagdo; P:permeado. 0,5; 1; 1,5 (pressdes utilizadas em bar).

Fonte: Autor 2019.
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ANEXO A - COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais serd determinada por
espectrofotometria, por meio da reacdo de oxirredug¢do com reagente de Folin-Ciocalteu, o qual
reage com as hidroxilas presentes nos polifenois, segundo a metodologia descrito por Correia
et al. (2004), com modificagdes propostas por Sousa e Correia (2012). Volume de 1 mL do
extrato de erva-mate, apropriadamente diluido (em 50 mL de 4gua destilada para corrente do
permeado e 100 mL para corrente da alimentacdo), serd adicionado de 1 mL de etanol a 95%,
5 ml de agua destilada e 0,5 mL de solugao de Folin-Ciocalteau, apos agitar por 10 segundos e
adicionar 1 mL de carbonato de s6dio Na;COj3 5%. Os tubos serdo colocados ao abrigo da luz
por 60 minutos a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em espectrofotometro a 765

nm, agua destilada foi utilizada como branco e para calibrar o equipamento.

ANEXO B - ATIVIDADE DA ENZIMA PEROXIDASE (POD)

A atividade POD foi determinada por um método colorimétrico descrita por FUJITA et
al. (1995), com modificagdes. A mistura de reagdo continha 0,5 mL de uma solugdo aquosa 0,1
M de guaiacol, 0,8 mL de tampao de fosfato 0,1 M, pH 6,0, 0,2 mL de perdxido de hidrogénio
0,1% e 0,2 mL da solug¢ao enzimatica. O preparo do extrato enzimatico € na relacdo de 1:1 de
extrato bruto para solugao tampao fosfato de sédio pH 6. Apds a incubagao durante 2 min a 30
° C, o aumento da absorbancia a 470 nm foi medida. Uma unidade de atividade de POD foi

definida como o aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/g de amostra.

ANEXO C - ATIVIDADE DA ENZIMA POLIFENOLOXIDASE (PFO)

A atividade de PFO foi determinada pelo método descrito por FUJITA et al. (1995). A
mistura de 0,5mL do extrato enzimatico (o preparo do extrato enzimatico € na relagdo de 1:1
de extrato bruto para solu¢do tampao fosfato de s6dio 100mM pH 5), 0,8mL de solugdo tampao
fosfato de sodio 100mM pH 5,0 e 0,05mL de solugao de catecol 0,01M foi incubada a 30°C por
30 minutos. Em seguida, adicionou-se 0,8mL de acido perclorico 2N e a absorbancia foi medida
a 420nm. Uma unidade de atividade de PFO foi definida como o aumento de uma unidade de

absorbancia por minuto/g de amostra.
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ANEXO D — IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

As andlises 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 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, Sum). Para a fase movel, 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 eluicdo gradiente. Durante 7 minutos foi utilizado as
proporcdes (89:11, A:B), ap6s 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 movel foi de 0,8
mL/min. As injecdes foram feitas de modo gradiente. O método foi adaptado de Favaretto
(2014). Foram pesquisadas as substancias quimicas de referéncia (SQR) cafeina (Sigma
Aldrich, lote C0750), acido clorogénico (>95% Sigma Aldrich, lote SLBS0103V) e teobromina
(>99% Sigma Aldrich, lote BCBS1162V). Para o preparo das fases moveis utilizou-se agua
ultrapurificada obtida pelo Sistema Directi-Q — Millipore®/Millipore Corporation (EUA),
acetonitrila e metanol grau HPLC e 4cido fosforico e acético grau PA. As solugdes das SQRs
contendo 1000 pg/ mL foram preparadas dissolvendo 0,01 g de cada SQR em baldo volumétrico
de 10 mL com metanol grau HPLC. De cada uma das SQRs foram construidas curvas de
calibragdo prévias no mesmo dia da avaliag@o, no intervalo de 50 a 150 pg/mL.

As amostras para analise por CLAE foram filtradas com papel filtro € em membranas
de porosidade 0,45um (Millipore) antes de serem injetadas no sistema. Para andlise, a

concentracao utilizada das amostras foi de 3 % (3g/ 100 ml).



