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RESUMO

ESPIRITO SANTO, Alexandre Timm do. Extragao de cafeina e compostos com
atividade antioxidante das folhas de erva-mate por trés processos: infusao,
campo elétrico moderado e fluido supercritico. Porto Alegre. 2019. Tese.
Programa de P6s-Graduacdo em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA
UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

O processamento industrial da erva-mate submete a planta a altas
temperaturas a fim de conserva-la e conferir sabor e aroma. Uma etapa deste
processo € denominada branqueamento, que tem por finalidade inativar enzimas
oxidativas presentes nas folhas. Para avaliar a influéncia desta etapa na obtencao de
cafeina e compostos antioxidantes, realizou-se extragdes por infusdo a 30, 60 e 90 °C
e extragbes por campo elétrico moderado a 0, 25 e 180 V a 30°C. Os resultados
demonstraram que se obteve maior quantidade de cafeina para ambos os métodos
de extracao antes do processo de branqueamento, por sua vez os compostos que
possuem atividade antioxidante foram obtidos em maior quantidade apds o
branqueamento. Esta diferenca de comportamento pode ser justificada pelas
alteracbes causadas na estrutura celular vegetal observadas por microscopia
eletrbnica de transmiss&o. Na busca de obter-se uma erva-mate descafeinada optou-
se por utilizar a extragao por fluido supercritico com didéxido de carbono como solvente
e etanol como modificador. Foram realizados experimentos em trés etapas que
avaliaram as seguintes variaveis de processo: vazéo de solvente, vazao de modificar
e tempo. A otimizacdo aplicada através de planejamentos experimentais resultou
numa condicdo de extracdo capaz de obter-se erva-mate com concentracdo de
cafeina de 0,163% = 0,058% em 4,25 h de extracdo. Também foram realizados
experimentos de purificagdo dos extratos sem a utilizagdo de solventes toxicos
(utilizando-se apenas agua e etanol) e foram obtidos extratos de erva-mate com

concentracao de cafeina de até 92,34%.

Palavras-chave: llex paraguariensis, descafeinizagdo, atividade antioxidante,

extracéo.



ABSTRACT

ESPIRITO SANTO, Alexandre Timm do. Caffeine and compounds with antioxidant
activity extraction from yerba mate leaves by three processes: infusion,
moderated electric field and supercritical fluid. Porto Alegre. 2019. PhD Thesis.
Graduation Program in Materials Engineering and Technology, PONTIFICAL
CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO GRANDE DO SUL.

The industrial processing of the yerba mate undergoes it at high temperatures
in order to conserve it and confer flavor and aroma. One step in this process is called
bleaching, which has the purpose of inactivating oxidative enzymes present in leaves
of yerba mate. To evaluate the effect of this step to obtaining caffeine and antioxidant
compounds, extractions were performed by aqueous infusion at 30, 60 and 90 ° C and
extractions by moderate electric field at 0, 25 and 180 V. The results showed that a
higher amount of caffeine was obtained for both extraction methods before the
bleaching process. In turn, the compounds that have antioxidant activity were obtained
in greater amount after bleaching. This behavioral difference may be explained by
changes in plant cell structure observed by transmission electron microscopy. In order
to obtain a decaffeinated yerba mate, supercritical fluid extraction with carbon dioxide
as solvent and ethanol as modifier was chosen. Experiments were performed in three
steps that evaluated the following process variables: solvent flow rate, modifier flow
rate and time. The optimization applied through experimental designs resulted in an
extraction condition capable of obtaining yerba mate with 0.163% + 0.058% caffeine
concentration in 4.25 h of extraction. Experiments were also carried out to purify the
extracts without using toxic solvents (only water and ethanol were used) and extracts

of yerba mate with a caffeine concentration of up to 92.34% were obtained.

Keywords: llex paraguariensis, decaffeination, antioxidant activity, extraction.
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1. INTRODUGAO

A cultura sul-americana moderna é composta, basicamente, pela mistura de
influéncias indigenas, africanas e de colonizadores europeus, e ao longo dos séculos
essas interacbes resultaram em uma cultura Unica e diversificada ao longo do
continente. A erva-mate € um exemplo bem-sucedido de uma tradicdo indigena que
foi incorporada na sociedade atual, sendo um simbolo da regido sudoeste da América
do Sul (Argentina, Uruguai, Paraguai e sul do Brasil). Porém, com os avangos
tecnoldgicos, tanto no cultivo da planta, quanto no conhecimento dos beneficios de
saude ligados a planta, o consumo da erva-mate ndo se restringe somente ao
continente sul-americano (Bracesco et al., 2011; Gdémez-Juaristi et al.,, 2018).
Tradicionalmente, o consumo de erva-mate se da através de bebidas (chimarrao,
tereré e mate), mas novos produtos, como cosméticos e nutracéuticos que contenham
erva-mate vém sendo desenvolvidos e produzidos a fim de aproveitar os beneficios

para a saude relacionados ao consumo da planta (Heck and De Mejia, 2007).

Para atingir os padrdes de sabor e aroma, a planta sofre um processamento
térmico e, algumas vezes, € envelhecida. Esse processamento da erva-mate pode
alterar a composicdo dos extratos obtidos e compreender essas alteragdes é
importante quando se busca obter compostos presentes na planta (Isolabella et al.,
2010; Silva et al., 2019). Este € um tema que ja vem sendo abordado pela comunidade
cientifica (Esmelindro et al., 2002; Isolabella et al., 2010; Schmalko and Alzamora,

2001), o que denota a sua importancia, porém esta longe de estar esgotado.

Talvez o mais notério composto presente na erva-mate seja a cafeina. O
consumo de cafeina possui seus beneficios, além de agir como estimulante do
sistema nervoso central. Entretanto, uma parcela da populacédo possui restricdes ao
seu consumo, tanto que cerca de 10% do mercado de café, uma matéria-prima rica

em cafeina, € movimentado através de produtos que tiveram sua concentracao de
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cafeina reduzida (Mazzafera, 2012; Fredholm et al., 1999). Os estudos cientificos,

na base de dados da plataforma Web of Science, em relagcdo a produtos
descafeinados tiveram aumento nos ultimos 20 anos, conforme apresentado na Figura
1.1 e as areas de conhecimento que mais se destacam s&o: nutricional e ciéncia de

alimentos.
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Figura 1.1 - Publicagéo de estudos cientificos com a tematica de produtos descafeinados desde 2000
até 2019. (Fonte: Web of Science)

Para a reducao do teor de cafeina nas folhas de erva-mate a tecnologia de
extragdo supercritica se apresenta promissora, por se tratar de uma metodologia
bastante seletiva a este composto. Sua aplicagéo a outras plantas e alguns estudos
com erva-mate (Cassel et al., 2010; Saldana et al., 1999) demonstraram a capacidade
da técnica em extrair cafeina de matrizes vegetais (Kim et al., 2008; Peker et al.,
1992). Portanto, o desenvolvimento da extragcao supercritica voltada a erva-mate pode
proporcionar um produto similar a erva-mate tradicional, porém com a sua

concentracao de cafeina reduzida.

Também estéo presentes nas folhas de erva-mate compostos polifendlicos que
estdo relacionados as propriedades farmacoldgicas atribuidas a esta planta. Uma
propriedade que se destaca € a atividade antioxidante obtida nos extratos de erva-
mate (Bortoli et al., 2018; Santos et al., 2017; Silva et al., 2019). Visando obter extratos

com estas propriedades, diferentes técnicas extrativas podem ser aplicadas,
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entretanto este trabalho ira se deter na extracao por fluido supercritico, na infusao

e com a aplicagdo de campo elétrico moderado (CEM).

A extragdo por campo elétrico moderado (CEM) é uma tecnologia que se
fundamenta na geracdo de um campo para promover a formagédo de poros na
membrana celular, sendo assim possivel extrair compostos da planta (Loghavi et al.,
2009). Este método extrativo pode ser aplicado nas folhas de erva-mate para
obtencdo de compostos com propriedades farmacologicas, como por exemplo,
atividade antioxidade proveniente dos polifendis (Bortoli et al., 2018; Santos et al.,
2017; Silva et al., 2019). Além do CEM, a extragao por fluido supercritica e a infusao
também serdo avaliadas neste trabalho para obtencido de extratos com potencial

antioxidante.

Isto posto, este trabalho foi estruturado em dois artigos que tém como proposta
desenvolver:

e Artigo 1 — estudos sobre a influéncia do processamento da erva-mate
na obtencao de compostos bioativos presentes nas folhas da planta por
diferentes métodos de extragao.

e Artigo 2 — processo extrativo com fluido supercritico com a finalidade de
reduzir a concentracao de cafeina presente na erva-mate, € a0 mesmo

tempo, obter extratos ricos em cafeina.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho é obter erva-mate descafeinada utilizando extragéo
por fluido supercritico, assim como extratos bioativos por trés diferentes métodos de

extragdo: campo elétrico moderado, fluido supercritico e infusao.

Os objetivos especificos do trabalho séo:

e extrair cafeina e compostos que possuam atividade antioxidante da erva-
mate in natura e branqueada por métodos destrutivos (infusdo e campo

elétrico moderado);

¢ realizar modelagem matematica das extragdes por infusdo e campo elétrico

moderado;

e avaliar a influéncia da estrutura celular da erva-mate resultantes do sapeco
na obtencdo de cafeina e compostos antioxidantes por infusdo e campo

elétrico moderado.

e otimizar o processo de extragcado supercritica da erva-mate, visando obter
concentragao de cafeina menor do que 0,1% (m/m), avaliando as variaveis:

tempo, vazéo de COz2 supercritico e etanol (modificador).

e realizar a modelagem matematica da extracao por fluido supercritico,
relacionando a massa de cafeina e a massa total de extrato com o tempo de

extracdo.

¢ avaliar a atividade antioxidante de extratos aquosos de erva-mate, utilizando

folhas antes e depois da extragao por fluido supercritico.
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¢ analisar a concentragao de cafeina, bem como a atividade antioxidante do

extrato obtido por extracao supercritica.

e aumentar a concentracdo de cafeina nos extratos obtidos por fluido

supercritico através da extracao liquido-sélido.

e avaliar a concentracao de cafeina em um processo semelhante ao preparo
do chimarrao, utilizando folhas de erva-mate antes e depois da extragcao por

fluido supercritico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Processamento da erva-mate

A llex paraguariensis A. St.-Hill, popularmente conhecida como erva-mate, nao
€ consumida pela populagdo como um produto in natura. O material vegetal sofre um
processamento industrial, visando conferir aromas e sabores especificos, além de
conserva-lo. Entre as operagdes unitarias do processo, destaca-se o branqueamento
ou sapeco que tem por objetivo desativar as enzimas oxidantes presentes nas folhas.
Durante o processamento da matéria-prima pode haver alguma mudanga na matriz
vegetal, alterando a concentragédo de algum composto e, até mesmo, a estrutura da
folha. Estas modificagdes podem facilitar ou dificultar a extracdo de algum
determinado componente (Esmelindro et al., 2002; Holowarty, et al., 2016; Isolabella
et al.,, 2010; Schmalko and Alzamora, 2001). O conhecimento das etapas de
processamento se faz necessario para se buscar em que estagio do processo é
possivel obter a maior quantidade de um principio ativo de erva-mate (Isolabella et al.,
2010).

O processamento industrial da erva-mate pode variar em relagdo ao tempo e a
temperatura, assim como algumas etapas podem ser removidas, conforme as
caracteristicas que se buscam para um mercado consumidor especifico. Os cinco
principais estagios sao: colheita, branqueamento, secagem, envelhecimento e

empacotamento. As etapas do processo sao descritas detalhadamente no Quadro 3.1.



24

Quadro 3.1 — Etapas do processamento industrial da erva-mate

Etapa Caracteristica

Colheit As folhas verdes sdo cortadas, manualmente ou mecanicamente, e
olheita
transportadas para a unidade de processamento (ervateira).

A erva-mate verde é aquecida rapidamente, normalmente pela queima
de madeira, em um cilindro rotativo para inativagdo das enzimas
Branqueamento | oxidativas e ha a perda de até 25% da umidade inicial. Para atender o

(Sapeco) mercado brasileiro é utilizada a temperatura de 400 °C por até 8 min; ja
para o mercado argentino pode-se utilizar 500 °C de 10 s até 3 min e
120 a 140 °C por até 40 s.

As folhas sdo expostas a uma corrente de ar quente e com isso sao
aquecidas. Os sistemas utilizados sao cilindros rotativos e esteiras. A
Secagem erva-mate brasileira € seca a 90-110 °C por 3 h em esteira e a 350 °C
(Barbaqua) por 30 min em cilindro rotativo. A erva-mate argentina incialmente fica
de 3 a5 mina80-100 °C e entido é seca em esteira por até 3 h a 90-110
°C.

A planta ja seca é triturada de forma grosseira e € disposta em camaras
de envelhecimento para conferir ao produto final suas caracteristicas de
] aroma e sabor. O envelhecimento pode ser natural ou forgado. Neste
Envelhecimento o ] )
) ultimo ha controle de temperatura e umidade para acelerar o processo.
(Estacionamento) ] o ) y
O produto destinado ao mercado brasileiro ndo sofre envelhecimento, ja
a erva-mate argentina fica de 9 a 12 meses neste estagio, quando o

envelhecimento é natural, ou em torno de 60 dias quando este é forgado.

Empacotamento | A erva-mate é misturada, moida e embalada para a comercializagao.

Fonte: (Butiuk et al., 2016; Cardozo Junior e Morand, 2016; Heck e de Mejia, 2007; Isolabella et al., 2010;
Schmalko e Alzamora, 2001).

Nos equipamentos mais tradicionais, durante os processos térmicos, sapeco e
secagem, as folhas de erva-mate sdo expostas diretamente as chamas e ao ar quente
da queima madeira. Isto contribui para a formacao dos hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (HPA), que sdo um grupo de substéncias que compreendem anéis
aromaticos fundidos sem nenhum heteroatomo ou substituinte, formados pela
combustdo incompleta de matéria organica. Nas ultimas décadas, a crescente

preocupacdao com os HPAs como contaminantes de alimentos esta relacionado a
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segurancga dos alimentos, ja que alguns HPA s&o carcinogénicos, além de outros
efeitos toxicos (EMA, 2010; IARC, 2010; Thea et al., 2016).

3.1.1. Compostos Bioativos

O extrato de erva-mate é rico em uma variedade de compostos que possuem
atividades bioldgicas benéficas para a saude. Entre as principais substancias bioativas
extraidas da erva-mate estao os polifendis, as saponinas e as metilxantinas (Resende
et al., 2012). Extratos aquosos foram caracterizados por De Souza et al. (2011)
contendo varios compostos fendlicos tais como acido clorogénico, formado por acidos
cafeicos esterificados por acidos quinicos e varios isbmeros. Além destes compostos,
estdo presentes metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) e alguns flavonoides

glicosideos, principalmente a rutina.

3.1.1.1. Metilxantinas

Um dos principais grupos de compostos presentes nas folhas de erva-mate sao
as metilxantinas. Os trés principais componentes deste grupamento encontrados na
erva-mate sdo: cafeina, teobromina e teofilina. As propriedades estimulantes do
consumo da erva-mate estéo ligadas a estas metilxantinas (Anesini et al., 2012; Filip
et al., 1998). A concentracao de cafeina pode variar de 1% até 2% em massa para a
planta seca, enquanto a teobromina, segunda metilxantina mais abundante na /.
paraguariensis, apresenta concentragdes entre 0,3% a 0,9% em massa (Heck e de
Mejia, 2007). A ingestdo diaria de cafeina e teobromina através de consumo de erva-
mate pode variar entre 25-175 mg e 6-28,5 mg , respectivamente, devido as matérias-
primas, dos modos de preparagdo e da quantidade ingerida (Cardozo Junior e
Morand, 2016).

As metilxantinas podem exibir propriedades tanto oxidantes quanto pro-
oxidantes (Azam et al., 2003), porém estudos voltados a comparagao de extratos de
café descafeinado, conduzidos por Fujioka e Shibamoto (2006), apresentaram
atividade antioxidante maior do que uma preparacao nao-descafeinada por ensaio de
acido tiobarbiturico. Estes resultados estdo de acordo com o efeito pré-oxidante da

cafeina extraida da erva-mate encontrado por Anesini et al. (2012). O comportamento
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pré-oxidante da cafeina, teobromina e xantinas é explicado pela capacidade destes
compostos agirem como quelantes de ions de cobre, através da redugao de cobre (Il)
a cobre (1) (Azam et al., 2003).

A cafeina é a metilxantina encontrada em concentracdao mais elevada nas
folhas de erva-mate. Esta apresenta uma acao estimulante no sistema nervoso central
e consegue aumentar o uso de gordura como fonte de energia. Suas propriedades
terapéuticas sdo numerosas e pode agir nos sistemas circulatério e renal, assim como
melhorar a coordenacgao das funcdes cerebrais, consequentemente aumentando a
atividade mental (Resende et al., 2012). Contudo, a ingestao de cafeina esta ligada a
efeitos colaterais como palpitagdes, disturbios gastrointestinais, ansiedade, alteragao
do humor, problemas de sono e aumento da pressao arterial (Bastos et al., 2007;
Fredholm et al., 1999).

A erva-mate pode ser uma fonte alternativa de metilxantinas, principalmente de
cafeina que é utilizada diferentes setores da industria: bebidas (refrigerantes e
bebidas energéticas), farmacéutica (medicamentos e cosméticos) e alimenticia
(Mazzafera, 2012; Mazzafera et al., 2009). Dentre os setores que utilizam a cafeina
se destacam o de cosméticos e o0 de bebidas energéticas, este teve um aumento em
160% no mercado de 2008 a 2013. A cafeina é utilizada na fabricagdo de bebidas
energéticas devido a suas atividades psicoativas, sendo o principal aditivo destas
bebidas (Heckman et al., 2010). Também é utilizada na produg¢ao de cosmético pelas
caracteristicas de liberacao transdérmica de farmacos, atividade anticelulite e inibigdo

de carcinogénese na pele causado pela luz UV (Sintov and Greenberg, 2014).

3.1.1.2. Polifendis

Os polifendis sdo compostos produzidos pelos metabdlitos secundarios de
plantas durante o seu desenvolvimento e esta classe de compostos € encontrada em
todas as plantas. No aspecto de quimica estrutural, possui pelo menos um anel
aromatico com a presenga de uma ou mais hidroxilas, podendo ser classificado em
dois grandes grupos: flavonoides e nao-flavonoides, que, por sua vez, possuem
subgrupos. O consumo humano de polifendis se da principalmente através de bebidas

e frutas, que tém seu aroma, sabor, cor e estabilidade oxidativa influenciados pela
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presenca destes compostos. Este consumo pode ser através da ingestao de alimentos
que contenham naturalmente polifendis, mas também pode ser através do

enriquecimento de certos alimentos (Cvejic et al., 2017).

A atividade antioxidante dos extratos de erva-mate € atribuida aos compostos
polifendlicos que deslocalizam elétrons e formam ligagdes intramoleculares de
hidrogénio. A ingestdo de erva-mate pode ser uma forma econémica e efetiva para
aumentar as defesas antioxidantes (Colpo et al., 2016), ja que os polifendis sdo os
compostos antioxidantes mais abundantes encontrados na dieta humana (Cvejic, et
al., 2017). Pode-se definir compostos antioxidantes como aqueles que possuem a
funcao de inibir ou retardar o inicio da oxidacdo e podem ser naturais ou sintéticos. O
crescente interesse por antioxidantes naturais € devido a preocupacido em relagao a
seguranga de antioxidantes sintéticos, além do aumento da preferéncia dos
consumidores por produtos naturais e com menor uso de aditivos em produtos
alimenticios. Por apresentarem compostos antioxidantes naturais, especiarias e ervas
sao excelentes fontes de antioxidantes para a preservagao de alimentos. Além disso,
as fontes naturais de antioxidantes também possuem a vantagem de serem facilmente

assimilados pelo organismo (Embuscado, 2015).

Os acidos polifendlicos sdao um dos principais polifendis encontrados na erva-
mate. Destacam-se os compostos derivados da esterificacdo do acido caféico com o
acido quinico, e a estes compostos é atribuido 90% do conteudo fendlico total da
planta (Bravo et al.,, 2007; da Silveira et al., 2017; Gullén et al., 2018). O acido
clorogénico € o principal composto deste grupo e é amplamente encontrado em
plantas superiores (Delage et al., 1991), sendo utilizado como aditivo em bebidas,
cosméticos e alimentos, bem como substancias médicas (Butiuk et al., 2016). Possui
propriedades benéficas para os seres humanos, como atividades antioxidante,

hipoglicemiante, antiviral e hepatoprotetora (Farah e Donangelo, 2006).

Dois isbmeros do acido clorogénico estido presentes na erva-mate, acido
neoclorogénico e acido criptoclorogénico, mas ha também a presenca de diversos
outros compostos provenientes da mesma reagao de esterificagado, por exemplo: acido
3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-dicafeoilquinico, acido 3,4-dicafeoilquinico. Presentes

em elevada concentragao nas folhas de erva-mate, os acidos mono e dicafeiolquinicos
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colaboram para a alta atividade antioxidante determinada em extratos de erva-mate e
suas infusdes, comparavel a das bebidas como chas ou vinho. Estes derivados de
acidos cafeiolquinicos, através dos seus beneficios biolégicos relatados,
(hipocolesterolémica, antimutagénico, anti-inflamatério, antiviral) estao relacionados a

prevencéao de diversos tipos de doencas (Bravo et al., 2007).

Além de ser encontrada na erva-mate, a rutina, um flavonoide citrico, esta
presente em muitas plantas tropicais e também existe em muitos medicamentos
chineses tradicionais. Sua concentragéo pode ser de 0,98 mg/g e 1,28 mg/g na erva-
mate verde e comercial, respectivamente, e contribui no poder total antioxidante de
extratos da erva-mate (Anesini et al., 2012). Muitos efeitos benéficos da rutina foram
identificados, incluindo a inibicdo da agregacdo plaquetaria, a atividade anti-
inflamatodria, a agao antioxidante, a reducéo da gordura e do colesterol no sangue. A
rutina e a quercetina atuam como inibidores radicais eficientes e tém demonstrado ter
atividade quimiopreventiva. Além disso, tem mostrado acdo que seja um composto
que apresenta efeito terapéutico frente a doengas cancerigenas (ben Sghaier et al.,
2016).

3.2. Técnicas de extragao

Os extratos aquosos obtidos por infusdo convencional de erva-mate sdo os
mais estudados porque é a forma que mais se assemelha ao consumo das folhas
processadas desta planta (Blum-Silva et al., 2015; Brito et al., 2019; Gullén et al.,
2018; da Silveira et al., 2017). Contudo, trabalhos vém sendo realizados com outras
metodologias para elucidar as vantagens de cada técnica em obter extratos
provenientes da erva-mate: ultrassom (Jacques et al., 2007); alta pressao hidrostatica
(Kotovicz e Zanoelo, 2013; Kotovicz et al, 2014); campo elétrico moderado (da Silva
et al., 2018); fluido supercritico (Cassel et al., 2010; Fernandes et al., 2017);
maceracao (Jacques et al., 2006). O foco deste estudo sao as técnicas de extragao

por fluido supercritico, campo elétrico moderado e infusao.

3.2.1. Extracao por fluido supercritico (EFS)
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O método extrativo que utiliza fluido na condigcdo supercritica (FS) como
solvente é chamado de extragao por fluido supercritico (EFS), processo fundamentado
na solubilizacdo de compostos presentes em uma matriz liquida ou sélida pelo FS,
promovendo assim a remoc¢ao seletiva de compostos especificos. Frente a métodos
mais tradicionais, a EFS destaca-se por realizar o processo extrativo a temperaturas
mais baixas e por usar solventes nao téxicos, quando se utiliza CO2 como solvente.
Soma-se a isso os beneficios ambientais devido ao menor consumo de energia

durante o processo (Knez et al., 2014).

O FS, descoberto por Baron Charles Cagniard de la Tour em 1822, é todo e
qualquer fluido que esteja numa condicdo de temperatura e pressdo maior do que o
seu ponto critico, atingindo a regido supercritica como apresentado no diagrama de
fases do dioxido de carbono na Figura 3.1. A principal diferenciagdo dos FS é quanto
a suas propriedades fisicas que se assemelham a de gases (viscosidade e
difusividade) e de liquido (densidade), tornando-o um excelente solvente (Knez et al.,
2014; Taylor, 1996).
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Figura 3.1. Diagrama de fase do didxido de carbono pressao versus temperatura
Fonte: Adaptado de Taylor (1996).

Devido a sua baixa viscosidade e alta difusividade massica, os FS podem se
difundir facilmente através de materiais soélidos e, portanto, podem diminuir o tempo

de extracdo. Uma das principais caracteristicas do FS é a possibilidade de ter suas
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propriedades fisico-quimicas modificadas com alteragao da pressao e/ou temperatura

do sistema extrativo (Herrero et al., 2006; Taylor, 1996).

O emprego da EFS a partir produtos naturais vem crescendo ao longo do
tempo; de 2000 a 2013 mais de 300 plantas foram objetos de estudo. Os principais
enfoques desses estudos foram: substituicdo de solventes organicos por COg,
obtengao de extratos ricos em compostos bioativos, valorizagao de residuos vegetais
e partes de vegetais antes ndo explorados (de Melo et al., 2014). Segundo a revisao
de Da Silva et al. (2016), as extragdes utilizando fluido supercritico, aplicado a
produtos naturais, possuem como principais bioativos: compostos antioxidantes (41%
dos estudos); compostos antitumorais (18% dos estudos); e compostos com atividade

antibacteriana (10% dos estudos).

O dioxido de carbono (CO2) é considerado o solvente universal para os
processos de extracdo com fluidos supercriticos por apresentar baixos valores de
temperatura e pressao criticas, 31°C e 72,8 bar, respectivamente. Além disto, este
composto é nao inflamavel, inerte, atdxico, de facil reciclagem, baixo custo e de alto
poder de solvatagdo. A baixa polaridade do CO2 é um fator que dificulta o uso deste
solvente na extragcdo de compostos que apresentem polaridade mais elevada. Este
problema pode ser minimizado com a adi¢do de cossolventes, também chamados de
modificadores, que possuem alta polaridade e assim promovem mudancas
substanciais nas propriedades do solvente em relagédo ao COz puro (Beckman, 2004
Taylor, 1996; Valcarcel e Tena, 1997). Os modificadores também tém um papel
importante na extragdo, permitindo a manipulagéo da solubilidade dos compostos de
interesse na EFS. A aplicacdo de modificadores é cada vez mais usual em pesquisas
de extragdo de biocompostos, sendo etanol e agua os dois modificadores mais
utilizados com uma proporgao que pode variar entre 5% e 30% (Da Silva et al., 2016;
Zulkafli et al., 2014).

De forma geral o processo de EFS pode ser dividido em trés grandes etapas
regidas por diferentes mecanismos de transferéncia de massa. O primeiro estagio € o
periodo de taxa de extracdo constante, onde a superficie externa das particulas é
coberta com soluto, que esta facilmente acessivel e a solubilidade € o mecanismo

dominante de transferéncia de massa. A segunda etapa consiste em um periodo de
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reducao da taxa de extragdo, onde a quantidade de soluto na superficie externa da
matriz diminui e o mecanismo de difusdo inicia, operando combinado com a
solubilidade. Por fim, ha o periodo de baixa taxa de extragdo, onde a camada externa
de soluto praticamente ja foi removida e a transferéncia de massa ocorre

principalmente por difusdo dentro das particulas soélidas (da Silva et al., 2016).

3.2.2. Campo elétrico moderado (CEM)

Técnicas de aplicagdo de campos elétricos em alimentos surgiram como uma
alternativa para processamentos térmicos convencionais. Por anos se creditava seus
efeitos apenas ao aumento de temperatura pela aplicagado de um campo elétrico sem
efeito bioldgico nas células dos tecidos. Porém, estudos tém mostrado que a aplicagao
de um CEM possui outros efeitos ndo térmicos associados, efeitos esses que nem
sempre foram considerados e ndo sao completamente compreendidos (Mercali et al.,
2014). No Quadro 3.2 sdo apresentadas as principais tecnologias que usam
eletricidade aplicadas a alimentos, que podem ser divididas em pulsadas e nao-
pulsadas. Enquanto as técnicas pulsadas sao caracterizadas por uma alta intensidade
elétrica por curtos periodos de tempo, os métodos ndo-pulsados utilizam corrente

elétrica alternada por um longo periodo de tempo (Rocha et al., 2018).

A técnica de campo elétrico moderado (CEM) para extracdo consiste na
aplicagdo de um campo elétrico em um meio condutor com células vegetais ou
animais, que podem ser consideradas um corpo condutor rodeado por uma camada
dielétrica. Sob o efeito do campo, os ions se acumulam na membrana celular que,
dessa forma promove a formagao de poros (eletroporacao). (Loghavi et al., 2009). A
aplicacdo de um campo elétrico pode haver o aumento da temperatura, sendo este
processo conhecido por aquecimento 6hmico. O CEM esta relacionado apenas aos
efeitos elétricos, enquanto o aquecimento 6hmico possui uma contribuicao dos efeitos

térmicos e elétricos (Rocha et al., 2018).
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Quadro 3.2 - Principais tecnologias assistidas por eletricidade e suas aplicagdes mais usuais.

Campo . C . ~
Elétrico Tecnologia Principais Aplicagoes
Inativagao nao térmica de células microbianas;
e eletroporacdo de membranas celulares;
Campo Elétrico Pulsado : . i ~
amolecimento de tecidos e cascas; extracao
de biocompostos termicamente sensiveis
Pulsado
Aquecimento Ohmico Extragéo térmica de biocompostos
Pulsado
Descarga Elétrica de Alta Extragdo de biocompostos
Voltagem
Processamento térmico continuo ou em
. AL batelada; pasteurizacéo a alta temperatura
Aquecimento Ohmico o~ .
(curto tempo) e esterilizagcado de materiais;
extragdo térmica de biocompostos
Nao-pulsado
Campo elétrico Moderado | Inativacdo nao térmica de células microbianas;
(CEM) extracao de biocompostos
Eletrofiltragédo Separacéao de bioprodutos
Eletroforese Separacéao de proteinas

Fonte: Adaptado de Rocha et al. (2018).

O fenbmeno de eletroporagcdo ou eletropermeabilizagcdo pode ser descrito

também como um aumento da permeabilidade da membrana celular pelo surgimento

dos poros devido a aplicacdo de campos. A presenca de um potencial induzido na

membrana fornece a energia livre suficiente para rearranjar as estruturas dos

fosfolipideos da membrana, permitindo a formagado de poros hidrofilicos. A

eletroporagdo na membrana celular ocorre porque a condutividade elétrica da

membrana é de uma magnitude menor do que os dois meios que a circundam, 0 meio

extracelular e o citoplasma celular, assim o campo elétrico externo é amplificado. Se

o campo elétrico aplicado for superior a um valor critico resultara num dano celular

irreversivel, ou seja, ocorrera a formagéo de poros permanentes (Vorobiev e Lebovka,

2008). Se o campo elétrico for menor do que valor critico os danos serao reversiveis,
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isto é, quando a aplicacdo do campo for cessada a célula voltara a possuir uma
membrana celular sem poros. Na Figura 3.2 esta representado um esquema do
processo de eletroporagdo em uma célula vegetal com danos celulares reversiveis e
irreversiveis, onde ha a representacao de um composto interno a célula que permeia

a membrana celular até atingir o meio (Vorobiev e Lebovka, 2008).
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Figura 3.2. Representagédo esquematica do processo de eletroporagdo em uma célula vegetal.
Fonte: Adaptado de Vorobiev e Lebovka (2008).

A ocorréncia de poros, ou seja, o aumento da permeabilidade da membrana
acarreta numa menor resisténcia a difusao de componentes internos da célula vegetal.
Se a eletropermeabilizagdo ocorre em um tecido vegetal, tanto a condutancia quanto
a constante dielétrica aparente serao afetadas (Kulshrestha e Sastry, 2006). Nos
processos com alimentos por CEM os efeitos de difusdo sao importantes para
predicdo de perdas nutricionais, assim como 0 aumento da condutividade elétrica ao
longo do processo (Kulshrestha e Sastry, 2003). Além dos beneficios supracitados, a
tecnologia CEM também possui uma alta eficiéncia na conversao energética, ou seja,
pode reduzir os custos operacionais no processo extrativo e também ser uma
tecnologia considerada ambientalmente amigavel. A aplicagao de campo elétrico nem
sempre é bem-sucedida para todas as matrizes, entretanto, sua aplicacao ainda pode
ser considerada por ser uma tecnologia com alta eficiéncia energética se comparada

a outros métodos (Pereira e Vicente, 2010; Rocha et al., 2018).
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O processamento por CEM envolve a intensidade de campo elétrico e,
normalmente, a frequéncia de 50Hz para os Estados Unidos e Europa e 60 Hz para o
Brasil, porém, sempre com campos inferiores a 1000 V/cm. Estudos vém evidenciando
que o CEM pode ter significativa influéncia na permeabilizacdo em tecidos celulares
eucariontes e procariontes. Conforme a exposicao elétrica e térmica que a célula esta
exposta, em cada processamento, é possivel se obter inumeras combina¢des de
efeitos em materiais biolégicos e assim, inumeras aplicagbes potenciais podem ser

investigadas (Vorobiev e Lebovka, 2008).

3.3. Modelagem matematica de processos extrativos

A modelagem matematica € uma ferramenta muito util para auxiliar no
entendimento do processo de extracido, assim como para relacionar o rendimento de
extrato com o tempo de processo através de uma equacdo matematica, permitindo
assim o fornecimento de dados para o scale up do processo. Além disso, o
conhecimento do mecanismo de transferéncia de massa e dos parametros cinéticos,
juntamente com as restricbes termodindmicas, podem ser usados para avaliar
economicamente o processo de extragdo em escala laboratorial e exportar as
informacdes para escalas piloto e industrial (Sovova, 2005). Para uma correta
aplicacdo destes modelos, é necessario levar em conta as diversas variaveis que
influenciam a extracdo, como por exemplo: temperatura, pressido, natureza do
solvente, natureza do soluto, tempo de extracido, agitacdo, entre diversas outras.
Outro fator importante para a extracao é o modo de operacéao, sistemas em batelada

ou sistemas continuos em relagéo ao solvente (Chan et al., 2014).

A dindmica de uma extragao pode ser simplificada em dois estagios, sendo o
primeiro mais rapido (etapa de solubilidade) e uma etapa final mais lenta (etapa de
difuséo). O inicio de um processo extrativo € mais veloz pelo fato das moléculas de
solvente penetram nas matrizes da planta, fazendo com que a camada de citoplasma
seja diretamente exposta ao solvente, devido as interagdes soluto-solvente e ao
gradiente de concentracdo do soluto, assim, solubilizando os solutos. No inicio do
processo de extracdo, a etapa rapida corresponde a uma taxa de extracdo constante.

Durante a segunda etapa de extracao, o soluto se difunde do interior da matriz vegetal
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e se dissolvem no solvente. As células que permanecem inalteradas apds a primeira
etapa de extracao € que ditardo a dindmica neste estagio (Chan et al., 2014; Crossley
e Aguilera, 2001; Dassoff e Li, 2019). No geral, entende-se que a transferéncia de
massa externa (solubilidade do soluto) seja inicialmente o fator limitante, enquanto a
transferéncia de massa (difusividade massica) se torna um fator limitante a medida

que a extragao prossegue (Dassoff e Li, 2019).

Modelos de lei de poténcia, notavelmente usados para descrever extracoes
solido-liquido, também s&o utilizados para descrever extracbes de compostos
intracelulares (Vorobiev e Lebovka, 2006). A caracteristica destes modelos s&o a
presencga de um unico parametro ajustavel, considerando o coeficiente de difusdo do
composto de interesse, a area de superficie total, o volume de solvente e a geometria
das particulas solidas. O modelo é bastante simples, porém limitado a condicdes
especificas de um processo. A principal funcionalidade do modelo é representar de
forma aproximada os processos de extragcao, porém os parametros nao apresentam

a relagao fisica do fenémeno (da Silva, 2017).

O desenvolvimento das técnicas de extragao tem levado ao aprimoramento das
técnicas convencionais conjugadas a outras, como por exemplo, micro-ondas,
radiacdo ultrassdnica, campos elétricos e cargas. Esses processos podem ser
incorporados na extragao por solvente ou como pré-tratamento da amostra antes da
extragdo. O CEM, como outros processos elétricos, pode gerar danos celulares na
matriz vegetal, conforme apresentado na Figura 3.2, alterando a permeabilidade da
membrana celular e isto influenciar na dindmica do processo de extragcado. Deste modo,
a transferéncia de massa pode ser aumentada, assim como o rendimento da extracéo
para as etapas de solubilidade e de difusdo (Chan et al., 2014). Um exemplo de
aplicacao de modelo para aplicacido de campo elétrico foi apresentado por Kusnadi e
Sastry (2012). O modelo correlaciona o coeficiente de difusividade efetivo de sal em
diferentes vegetais, através do calculo da equacdo da segunda lei de Fick, a
mobilidade iénica com intensidades de campos e temperatura através da regressao

de um polinbémio linear.

Os modelos que vém sendo estudados para a extragao por fluido supercritico

podem ser divididos em dois grupos. O primeiro sdo os modelos de transferéncia de
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massa que tem a cinética da transferéncia de massa influenciada pela interagao da
densidade, viscosidade e difusividade do solvente. O segundo sdao os modelos
dependentes da solubilidade que se baseiam na formag¢ao de um complexo soluto-
solvente (Dassoff e Li, 2019). Sovova et al. (1994) propuseram um modelo em que a
matriz vegetal pode ser representada como um sistema composto de células
rompidas, originadas do processo de moagem, e células intactas. A partir destas
consideragdes, o modelo é separado em estagios diferentes dependendo de qual das
resisténcias a transferéncia de massa considerada esteja controlando o processo de
extragdo. Por sua vez, Reverchon (1997) apresentou um modelo que se baseia no

balango de massa em uma dimensao para o soluto como um pseudo-componente.

3.4. Analise de extratos da erva-mate

Independentemente do método extrativo utilizado, os extratos de erva-mate
possuem compostos produzidos por metabdlitos secundarios da planta. Muitas vezes
estes compostos sao referidos como fitoquimicos por a eles estarem associados
efeitos positivos para saude ou no combate de doengas. Desta forma, o estudo sobre
extratos de erva-mate vem despertando cada vez mais o interesse da comunidade
cientifica no que se refere a busca de novos meios de tratamentos de enfermidades
que atinjam a populagao. Estudos apontam que a erva-mate possui propriedades anti-
inflamatodrias (Lima et al., 2014), auxilia no controle da obesidade (Arcari et al., 2009),
ajuda no combate a células tumorais (Frant et al., 2012), entre outros. Para um melhor
entendimento destes compostos fitoquimicos é necessario um conhecimento quimico

de suas estruturas, bem como de suas propriedades.

3.4.1. Cromatografia

A cromatografia € uma das técnicas mais utilizadas na analise de produtos
naturais devido a eficiéncia de separacdo obtida pelas diferentes metodologias
cromatograficas, j4 que, normalmente, os extratos obtidos apresentam uma alta
complexidade (Do et al.,, 2014). Para os extratos de erva-mate, a cromatografia

desempenha um papel importante, sendo capaz de separar os diversos compostos
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produzidos por metabdlitos secundarios presente nos extratos, sejam compostos
volateis (cromatografia gasosa) ou nao volateis (cromatografia liquida).

A fundamentacao de um processo cromatografico, de forma geral e ampla,
consiste nos componentes de uma mistura serem transportados através da fase
estacionaria pelo fluxo da fase mével e as separagbes ocorrem com base nas
diferengas de velocidade de migracdo entre os componentes da fase moével. Na
separagao por cromatografia gasosa, a amostra injetada deve ser vaporizada antes
de atingir a coluna cromatografica. A elui¢ao é feita por um fluxo de fase mével gasosa
inerte, ou seja, a fase movel ndo interage com as moléculas do analito; sua unica
funcao é transportar o analito através da coluna. Na cromatografia liquida, a fase
movel € um solvente liquido, o qual interage e transporta o analito através da fase

estacionaria propiciando a separagao dos compostos existentes (Skoog et al., 2008).

Com a evolugédo das metodologias empregadas e com o avango tecnoldgico
dos equipamentos cromatograficos, esta técnica possui grande importancia para a
evolucdo do conhecimento dos compostos bioativos da erva-mate. Um dos estudos
pioneiros da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) voltado para a erva-mate,
desenvolvido por Clifford e Ramirez-Marines (1990), foi comparar a constituicado de
alcaloides e acidos clorogénicos de 5 amostras de erva-mate. Na ultima década,
outras técnicas cromatograficas vém ajudando na separagao de compostos presentes
nos extratos de erva-mate: cromatografia liquida de ultra performance (Blum-Silva et
al., 2016), cromatografia multidimensional (Polidoro et al., 2016) e cromatografia

olfatométrica (Marquez et al., 2013).

3.4.2. Espectrometria de Massa

ApOds a etapa de separacao dos compostos presentes em extratos provenientes
de produtos naturais, os mesmos precisam ser caracterizados. Este processo de
analise de metabdlitos secundarios em plantas € uma tarefa desafiadora devido a sua
diversidade quimica, em baixa abundancia e variabilidade mesmo dentro da mesma
espécie. Existem diferentes técnicas capazes de caracteriza-los, como detector de
fotodiodo (DAD), ultravioleta e visivel (UV-Vis), espalhamento de luz (EL),
fluorescéncia e espectrometria de massa (EM). A escolha entre estes diferentes

detectores pode se dar pelo analito em estudo, entretanto, a espectrometria de massa
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possui uma excelente sensibilidade e seletividade, combinado com a capacidade de
elucidar ou confirmar estruturas quimicas (Steinmann e Ganzera, 2011).

O entendimento dos principios da espectrometria de massa teve seu inicio no
século passado por Joseph John Thomson que observou que campos magneéticos e
eletrostaticos defletem os raios positivos dependendo da sua massa. No entanto, a
técnica precisou de avancgos tecnoldgicos para ser empregada de forma difusa. Isso
ocorreu somente depois da década de 60, seja por técnicas como ionizagao e
dessor¢cao a laser assistida por matriz (MALDI), espectrometria de massa com
transformada de Fourier (FTMS), aprisionamento de ions (ion trap), entre outras.
Devido a diferentes caracteristicas instrumentais em ionizacao, resolucao, velocidade
de varredura e fragmentacao, a EM é uma técnica versatil com aplicagées em diversas

areas de pesquisa (Steinmann e Ganzera, 2011).

A ressonancia magnética nucelar (RMN) é outra técnica bastante utilizada na
caracterizacao de metabdlitos existentes extratos vegetais, possuindo a vantagem de
produzir sinais que se correlacionam direta e linearmente com a abundancia de
compostos. Entretanto, tem como desvantagem possui menor sensibilidade frente a
espectrometria de massas e 0 seu uso é mais indicado para metabdlitos abundantes

em massa, como por exemplo, agucares em frutas (Allwood e Goodacre, 2010).

Portanto, a utilizacdo da espectrometria de massas apds um processo de
separagao, mais comumente a cromatografia, € uma técnica capaz de abordar os
diversos compostos semi-polares, em especial os metabdlitos secundarios (Allwood e
Goodacre, 2010). A utilizagado desta combinagéo de técnicas é amplamente utilizada
na elucidagcado dos extratos de erva-mate. Polidoro et al. (2016) foram capazes de
caracterizar até 291 compostos em extratos volateis de erva-mate. Por sua vez, Bravo
et al. (2007) propuseram uma metodologia capaz de identificar 28 compostos fendlicos

presentes em extratos nao volateis da erva-mate.
3.4.3. Analise do Potencial Antioxidante
Outra forma de abordagem dos extratos de produtos naturais é realizar analises

gue objetivem, através de reagdes quimicas, uma classe de compostos especificos

ou de alguma propriedade conferida aos extratos pelos mesmos. Uma das analises
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aplicadas para a erva-mate € da determinacdo do potencial antioxidante de seus
extratos, sendo realizada por alguns estudos (Anesini et al., 2012; Bortoli et al., 2018;
Bravo et al., 2007).

Antioxidantes sdo substancias que s&o capazes de extinguir os radicais livres
oxidativos produzidos como subprodutos do metabolismo e sua produgcido pode ser
aumentada pela exposigao a fatores como por exemplo: radiagao ionizante, luz solar,
fumaca de cigarro, poluentes ambientais. Alguns dos danos causados por esses
estimulos nocivos s&o atribuidos a essa geragao excessiva de radicais livres que
podem danificar tecidos, proteinas e lipidios. Como os radicais sao reativos, eles
iniciam a reagao em cadeia simultaneamente e isso pode levar ao dano ou até mesmo
a morte de uma célula. Muitas doencas cronicas, como cancer e doencas cardiacas,
e até mesmo o processo de envelhecimento, podem ser o resultado de danos

cumulativos causados pelos radicais livres (Rao, 2016; Webb, 2017).

Os agentes antioxidantes sao capazes de extinguir a reacdo em cadeia,
eliminando intermediarios de radicais livres. Ao consumir compostos antioxidantes
através de alimentos ou bebidas, a extingao de radicais livres € imediata e assim pode
minimizar o dano celular que eles causam, reduzindo doencgas e o envelhecimento

causados por danos oxidativos cumulativos (Rao, 2016; Webb, 2017).

Varios métodos analiticos foram desenvolvidos para medir a capacidade
antioxidante, seja pela eliminacdo dos radicais ABTS (acido 2,20-azino-bis-3-
etilbenzotiazolino-6-sulfénico) e DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo), ou também pelo
poder antioxidante redutor de ferro (FRAP) e ensaio de capacidade de absorc¢ao de
radicais de oxigénio (ORAC). A utilizacdo destes métodos se da pela facilidade e

rapidez de obtencao de resultados (Chedea e Pop, 2019).

A metodologia por DPPH utiliza este reagente que é caracterizado como um
radical livre estavel em virtude do deslocamento do radical livre (elétron
sobressalente) sobre a molécula como um todo, de forma que as moléculas néo se
dimerizam, como seria o caso da maioria dos radicais livres. O deslocamento também
da origem a cor violeta profunda. Quando uma solugédo de DPPH é misturada com a

de uma substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, isto da origem a forma
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reduzida de DPPH com a perda desta cor violeta (Chedea e Pop, 2019). Na Figura
3.3 uma reacédo genérica de reducdo do DPPH é apresentada, onde um composto
estabiliza o radical livre DPPH e com isto ha uma diminuicdo na intensidade da cor
violeta (Rufino et al., 2007). Entretanto, nem sempre a reacédo entre o DPPH e um
composto antioxidante pode ocorrer de maneira simples e rapida. Em alguns casos, o0

mecanismo da reacao pode ser mais complexo (Brand-Williams et al., 1995).

Qo
v

N—Ne NO, + R+ —= N—N NO,
O,N O,N
cor: violeta-escura cor: violeta-clara

Figura 3.3 - Estabilizagao do radical livre DPPH

Fonte: Rufino et al. (2007).
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4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS E RESULTADOS

4.1. Artigo 1: Efeito do processo de branqueamento na extragdo de cafeina e
compostos antioxidantes das folhas de erva-mate por extragao aquosa: infusao

e assistida por campo elétrico moderado

Este estudo busca avaliar a atividade antioxidante in vitro e o teor de cafeina
em extratos de folhas de erva-mate antes e apds o processo de branqueamento
(sapeco). As técnicas de extragao utilizadas sao a extragao por infusdo (IF) e por
campo elétrico moderado (CEM). Além dos dados experimentais de extracdo de
cafeina, foi realizado o desenvolvimento de uma modelagem matematica com os
dados experimentais da extracao de cafeina com o objetivo de gerar informagdes a

serem utilizadas em estudos, por exemplo, scale-up.

4.1.1. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho séo:

e extrair cafeina e compostos antioxidante da erva-mate in natura e

branqueada por métodos destrutivos (infusdo e campo elétrico moderado);

¢ realizar modelagem matematica das extragdes por infusdo e campo elétrico

moderado;

¢ avaliar a influéncia do sapeco na estrutura celular da erva-mate na obtengéo
de cafeina e compostos antioxidantes por infusdo e campo elétrico

moderado.
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4.1.2. Metodologia

4.1.2.1. Erva-mate

As folhas de erva-mate usadas para realizar os experimentos foram fornecidas
pela empresa Baldo S.A., colhidas no sul do Brasil (Sd0 Mateus do Sul - PR). Foram
utilizados dois tipos de erva-mate: erva-mate in natura (IN) - folhas que nao sofreram
nenhum processamento pds colheita; erva-mate branqueada (BR) - folhas de erva-

mate coletadas apds o branqueamento (sapeco) (Quadro 3.1).

4.1.2.2. Processo extrativo

Para que as folhas de erva-mate coubessem no interior do sistema de extracéo,
elas foram apenas cortadas, sem que houvesse qualquer processo de moagem. Duas
técnicas de extracdo foram utilizadas nos ensaios de obtengdo de cafeina e os
compostos com agao antioxidante das folhas da erva-mate: extragédo por infusédo (IF)
e extracao por campo elétrico moderado (CEM). Para ambos os métodos as amostras
dos extratos foram coletadas nos tempos de: 2,5, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 € 120 min.

Para cada condicédo de extragao os ensaios foram feitos em duplicata.

4.1.2.2.1 Extracao por infusao (IF)

As IF foram realizadas a 30, 60 e 90 °C em um béquer com tampa, onde foram
aquecidos 200 mL de agua destilada e, apds atingir a temperatura desejada, foram
adicionados 5 g de folhas de erva-mate. Durante as 2 h de experimento, o sistema foi
agitado e a temperatura foi mantida constante. As 9 coletas foram realizadas nos
tempos anteriormente citados, sendo que em cada uma delas o volume foi de
aproximadamente 1 mL. Um agitador magnético com aquecimento foi utilizado para o
controle de temperatura e homogenizagao do sistema, conforme apresentado na

Figura 4.1.
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Figura 4.1 - Fluxograma do aparato para extragao por infuséo

Legenda: CE - célula de extragdo; AM - agitador magnético; T - sensor de temperatura.

4.1.2.2.2 Extragao por campo elétrico moderado (CEM)

As extracbes por CEM foram conduzidas no Laboratério de Tecnologia e
Processamento de Alimentos (LATEPA) da UFRGS. O equipamento (Figura 4.2)
consiste em um estabilizador (Forceline, modelo EV 1000 T/2-2), um variador de
voltagem (Sociedade Técnica Paulista LTDA, modelo Varivolt) e um sistema de
aquisicao de dados (Novus, model field logger) para registrar temperatura, corrente
elétrica e tensdo. Em uma célula de extracao, os eletrodos foram imersos em agua
com folhas de erva-mate. O par de eletrodos tem uma distancia média de 7,2 cm. Os
experimentos foram realizados com 200 mL de agua destilada e 3 g de erva-mate,
sem adi¢ao de sais, e a agitagao dentro da célula de extragao foi promovida por um
agitador magnético. Os experimentos por CEM foram realizados a 60 Hz para 25V e
180 V, resultando em campos de 3,47 V/icm e 25,00 V/cm, respectivamente. As
voltagens escolhidas foram em virtude dos limites operacionais do equipamento
utilizado. Ambas as condi¢cbes foram feitas a 30 °C. Para manter a temperatura
constante durante o experimento, a célula de extragdo foi conectada a um banho

termostatico.
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Banho
Termostatico

\Y/ Aquisicdo de
dados
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Voltagem

Estabilizador

Corrente
Alternada

Figura 4.2 - Fluxograma do equipamento para extragao por campo elétrico moderado (CEM).

Legenda: CE - célula de extracao; AM - agitador magnético; A - medidor de corrente elétrica; V -
medidor de tensao; T - sensor de temperatura.

4.1.2.3. Andlise de cafeina

A quantidade de cafeina nas amostras foi determinada usando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) através de um equipamento Agilent Technologies
Série 1200 com uma coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 ym, 150 x 4,6 mm).
O comprimento de onda do detector ultravioleta foi ajustado em 273 nm, usando um
Agilent 1220 Series e o volume de injecao foi de 10 pyL. A metodologia para analise foi
adaptada de (Filip et al., 1998). A fase médvel consistiu em dois solventes com uma
vazao de 47 g/h: (A) agua:acido acético (98:2), (B) metanol:acido acético (98:2). O
fluxo comega em 83% do solvente A e diminui constantemente para 80% em 10 min
e € mantido constante por 2 min. O solvente A diminui para 0% constantemente nos
proximos 5 min e o fluxo continua a 0% do solvente A durante 5 min. Para quantificar
as amostras foi feita uma curva de calibragdo no equipamento, usando o padrao de

cafeina (Sigma-Aldrich) 99% puro.
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4.1.2.4. Analise Antioxidante

A capacidade antioxidante dos extratos foi determinada pela método DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (Sigma-Aldrich). A reducao do radical livre DPPH pela
adicdo de extrato de erva-mate pode ser observada devido a diminuicdo da
absorbancia dessa solucéo. No término de cada extragao, para as duas metodologias
estudadas, uma amostra obtida em cada condicao de extracao foi coletada e mantida
congelada a -18 °C até o procedimento analitico. Utilizou-se um espectrofotdmetro
(Biospectro SP-220) para as analises de absorbancia no comprimento de onda de 515
nm com tempo de reagao de 2 h e utilizou-se 2,9 mL da solugdo de DPPH e 0,1 mL
de extrato. A concentragao inicial de DPPH em uma solugado de metanol foi de 60 uM
e para cada amostra 3 concentragdes de extrato foram preparadas para reagir com a
solucdo de DPPH e assim determinar o ECso (quantidade de extrato necessaria para
reduzir 50% da concentragéao inicial de DPPH). Para determinagdo do ECs0 em Qextrato
por goppH (g extrato/g DPPH), cada amostra foi seca para obten¢ao da quantidade de

extrato para todas as condi¢des de extracido estudadas.
4.1.2.5. Modelagem Matematica

A modelagem matematica da extracéo de cafeina, para ambos os métodos de
extragdo, foi realizada seguindo a metodologia proposta por Crank (1975). Este
método consiste na difusividade massica da cafeina presente em uma folha plana em
uma solucao agitada de volume limitado, resolvendo a equacgao de difusdo (Equagao
4.1) a partir de condigdes iniciais (Equacao 4.2) e condigbes de contorno (Equagao

4.3) definidas a partir das condi¢des do sistema em estudo.

aC 9°C

E_D 32 4.1)

onde C é a concentragédo de cafeina, t € o tempo, D é a difusividade massica da

cafeina na folha, e x € a coordenada onde ocorre a difusividade.

C=0, -l <x <] t=0 (4.2)
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onde [ é a semi-espessura da folha de erva-mate.

ot X (4.3)

onde a é um parametro obtido a partir da divisdo do volume de solvente pela area total

de folhas de erva-mate.

A Equacéo 4.4 é a solucdo deste problema e € possivel obter valores para a
difusividade massica de cafeina de cada experimento de ambos os métodos de

extracéo.

M, _ 1 2a(1+ a) <_ quzlt>
242 2
M, ~ 1+a+asq; l

4.4)
onde M, é a massa maxima de cafeina, obtida experimentalmente, que pode ser
extraida pelo solvente na condigao avaliada, M; € a massa de cafeina para cada

tempo, q,, sdo as raizes positivas nao nulas da Equacéao 4.5.

tang, = —aq, (4.5)

Por fim, a é calculado por @ = a/Kl , onde K é coeficiente de parti¢cao.
4.1.2.6. Andlises Microscopicas

Folhas de erva-mate in natura e branqueadas foram observadas usando um
microscopio eletrébnico de transmissdo (MET) para avaliar os danos na estrutura
celular que o processo de branqueamento pode causar. Para analise por MET, as
folhas foram cortadas em formato quadrado com aproximadamente 1 mm?2. As
amostras foram mantidas em solugdo fixadora com glutaraldeido 25%:
paraformaldeido 8%: solugéo salina tamponada com fosfato 0,2M: agua destilada
(1:2,5:5:1,5) até a preparacédo da amostra para analise por MET. As amostras foram

lavadas com a solugao de lavagem (solugéo salina tamponada com fosfato 0,1 M) trés
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vezes durante 30 min para remover a solucao fixadora para iniciar a preparacao das

amostras para a analise por MET.

Uma solugdo de tetréxido de 6smio a 2%: solugdo salina tamponada com
fosfato 0,2 M (1:1) é aplicada nas amostras por 45 min e apds isso uma lavagem é
realizada com as solugbes de lavagem por 15 min, trés vezes. A acetona foi usada
para desidratar as amostras em um gradiente crescente. As primeiras concentragoes
de acetona em agua foram de 30%, 50% e 70% por 10 min cada. Em seguida, foi
usada acetona 95% duas vezes por 10 min e 20 min. Para concluir o processo de

desidratacgéo foi utilizada acetona a 100% duas vezes por 10 min e 20 min.

A incorporagdo na matriz vegetal foi realizada com uma mistura do meio de
incorporacao (Epon 812) com a desidratacéo (acetona). A concentragdo do meio de
incorporagdo aumenta gradualmente e para cada concentragdo o contato é de 2 h.
Para finalizar o processo de incorporagao, as amostras foram mantidas durante 24 h
no meio de incorporagao puro. O processo de incluséo foi realizado com moldes de
silicone, com meio de incorporagao puro a 60 °C por 72 h. Apds a inclusao, os cortes
ultrafinos de 10mm nas amostras foi realizado em um ultramicrétomo (Leica, EM UC7).
Entdo, as amostras estavam prontas para serem colocadas nas grades e analisadas
por MET. O microscopio (FEI, Tecnai G2 T20) opera a uma tensao de aceleragéo de
80 kV com filamento de hexaboreto de lantanio e as imagens foram coletadas com

aumentos de 2100 e 6300 vezes.

4.1.2.7. Andlise estatistica

Um teste F foi realizado para detectar diferengas significativas entre os valores
das diferentes amostras. Além disso, as médias e os desvios padrdes foram
calculados e as médias foram consideradas significativamente diferentes quando os
valores de p foram inferiores a 0,1. A escolha deste valor de p foi pelo fato de estarmos

trabalhando com produtos naturais.
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4.1.3. Resultados e discussodes

4.1.3.1. Analise Microscopica

As imagens obtidas das folhas de erva-mate, branqueada e in natura, pela
analise microscopica, usando MET, sdo apresentadas na Figura 4.3 e na Figura 4.4.
Com as imagens das Figura 4.3 e Figura 4.4 é possivel observar que o processo de
branqueamento modifica a maneira como os conteudos internos das células séo
dispostos. Na erva-mate IN, o conteudo celular é disperso por toda a célula e tem
forma e caracteristicas mais definidas, enquanto na erva-mate BR o conteudo é mais
concentrado perto das paredes celulares. No entanto, ndo ha ruptura da célula e, por
consequéncia, ndo ha extravasamento do conteudo interno das células. Como outros
autores apontaram (Bastos et al., 2006; Butiuk et al., 2016; Isolabella et al., 2010), a
alteragao estrutural causada pelo branqueamento pode ter um papel fundamental na

obteng¢ao de compostos fitoquimicos da erva-mate.

IN BR

Figura 4.3 — Imagens obtidas por Microscopia Eletrénica de Transmissao de folhas de erva-mate in

natura e branqueadas com aumento de 2100 vezes.
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IN BR

Figura 4.4 — Imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Transmissao para folhas de erva-mate in

natura e branqueadas com aumento de 6300 vezes..

4.1.3.2. Extracdo da cafeina

A cafeina total extraida apés 2 h, utilizando as ervas-mate IN e BR, para infusao
(IF) em todas as condigdes estudadas é apresentada na Tabela 4.1. Os resultados
para a IF mostram que a quantidade de cafeina extraida das folhas de erva-mate pelo
mesmo periodo foi dependente da temperatura, independentemente do
processamento da erva-mate. No entanto, apds o branqueamento nao foi possivel
extrair a mesma quantidade de cafeina na mesma temperatura. Schmalko e Alzamora
(2001) relataram uma perda de cafeina durante o processamento e isso pode estar
relacionado ao processo de desidratagao das folhas que reduzem a pressao de vapor
de cafeina devido a sua solubilidade na agua. Esmelindo et al. (2002) relataram uma
perda de cafeina ndo somente apds o branqueamento, mas também durante todo o
processamento da erva-mate, e pode estar associada as altas temperaturas que a
matriz vegetal € exposta nas etapas de branqueamento e secagem. Este fendmeno
pode ser justificado pela sublimagéo da cafeina durante o seu processamento, ja que
este composto apresenta temperatura de sublimagdo de 178 °C na pressao
atmosférica (Vaughan, 1990). Em nossos resultados, a diferenga entre a massa de
cafeina extraida em IN e BR foi menor quando a temperatura de extragédo foi

aumentada. Estes resultados podem demonstrar que a perda de cafeina por
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sublimacgao, durante os processos térmicos industriais, € mais restrita onde a cafeina

pode ser facilmente extraida.

Tabela 4.1 - Cafeina extraida de folhas de erva-mate in natura (IN) e branqueadas (BR) por infuséo

(IF)

Cafeina (mg/g erva-mate)

IN BR
IF 30 °C 6,039+ 0,11 3,59+ 0,08
IF 60 °C 11,41°+ 0,29 10,38+ 0,16
IF 90 °C 18,628+ 0,14 18,142+ 0,13

Todos os dados apresentam média + desvio padréo. Letras diferentes (a, b, ¢, d, e) indicam diferengas

significativas entre os valores médios (p <0,1).

Os dados de cafeina total extraida apos 2 h, usando IN e BR por CEM nas
condicbes estudadas, sao apresentados na Tabela 4.2. Pode-se observar que a
quantidade de cafeina por massa de planta condicado em 0,00 V/cm nao foi
estatisticamente diferente do que na extracao por IF realizada na mesma temperatura
(30 °C). Isto se justifica pelo fato de se estar trabalhando em condi¢gdes muito
afastadas do limite de solubilidade da cafeina em agua. Na temperatura de 30 °C, a
concentragdo maxima de cafeina em agua é de 25,8 mg/mL (Yalkowky et al, 2010),

enquanto o maior valor observado nos ensaios nesta temperatura foi de 0,11 mg/mL.

Tabela 4.2 - Cafeina extraida de folhas de erva-mate in natura (IN) e branqueadas (BR) por extragédo

com campo elétrico moderado (CEM) a 30 °C

Cafeina (mg/g erva-mate)

IN BR
CEM 0,00 V/cm 6,652 + 0,30 4,37° + 0,06
CEM 3,47 Vicm 7,082 £ 0,44 6,362 + 0,25
CEM 25,00 V/icm 7,362 £ 0,27 7,172+ 0,19

Todos os dados apresentam meédia + desvio padrdo. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas

significativas entre os valores médios (p <0,1).

Os resultados obtidos utilizando o CEM mostram que n&o houve diferenga
significativa na aplicagao desta técnica para a erva-mate IN nas condigdes estudadas.

Quando aplicados 3,47 e 25,00 V/cm n&o houve aumento de cafeina extraida ao
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comparar com a condigdo em que nao foi aplicado o campo elétrico, ja que foram
obtidos resultados estatisticamente iguais. No entanto, para a erva-mate BR, quando
os experimentos foram realizados a 3,47 ou 25,00 V/cm, houve aumento significativo
de cafeina extraida ao comparar com a condi¢cao 0,00 V/cm. Isto demostra que a
variavel campo elétrico influi na extracdo de cafeina apenas para a erva-mate BR,
porém o campo de 3,47 V/cm ja foi capaz de obter valores de cafeina estatisticamente
iguais ao campo de 25,00 V/cm. Os resultados obtidos para o CEM, juntamente com
os obtidos para IF, mostram que ha perda de cafeina de facil acesso durante o
processo de branqueamento e que isto esteja associado a sublimagdo de cafeina
nesta etapa do processamento.

4.1.3.3. Modelagem Matematica

Além da quantidade total de cafeina extraida apds 2 h, foi realizada uma
avaliacdo durante a extragcdo para entender o comportamento de cada condicido de
extragdo. As analises de cafeina foram realizadas no tempo 2,5, 5, 10, 20, 30, 45, 60,
90 e 120 min. Os resultados obtidos usando IF a 30, 60 e 90 °C sao apresentados na
Figura 4.5, bem como os resultados da modelagem matematica proposta por Crank
(1975). Na Figura 4.6 sao apresentados os resultados para o CEM a 0,00, 3,47 e

25,00 V/cm, juntamente com sua respectiva modelagem matematica.
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Figura 4.5 — Massa de cafeina versus tempo de extragao para erva-mate in natura e branqueada

processada por infusao.
Legenda: IN (®); BR (A); modelagem matematica de IN (——); modelagem matematica de BR (

- . ==); experimentos a 30 °C s&o apresentados em vermelho, 60 °C em azul e 90 °C em preto.
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Figura 4.6 — Massa de cafeina versus tempo de extragdo de para erva-mate in natura e branqueada

processada em campo elétrico moderado.
Legenda: IN (®); BR (A); modelagem matematica de IN (——); modelagem matematica de BR (

- . ==); experimentos a 0,00 V/cm sao apresentados em vermelho, 3,47 V/cm em azul e 25,00 V/cm

em preto.
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Os resultados apresentados nas Figura 4.5 e Figura 4.6 estdo de acordo com
as Tabela 4.1 e Tabela 4.2 que mostraram uma diferenca significativa entre todas as
temperaturas avaliadas para IF e aplicando CEM isto foi apenas observado para BR
a 0,00 V/cm. Os resultados dos parametros difusividade massica da cafeina (D) e fator
de particado (K), assim como o coeficiente de determinagéo obtidos pela modelagem
matematica sdo apresentados na Tabela 4.3. Como esperado, a difusividade massica
de cafeina obtida para todos os experimentais mostrou um aumento quando a
temperatura foi aumentada nas IF, e foi observada para as ervas-mates IN e BR. Os
resultados do CEM para difusividade massica de cafeina foram semelhantes para
todas as condigdes utilizando erva-mate IN, entretanto para as amostras BR, nas duas
voltagens aplicadas, 3,47 e 25,00 V/cm, observou-se um aumento na difusividade
massica de cafeina quando comparada a 0,00 V/cm. Os dados obtidos sao
compativeis aos obtidos na literatura, tal como os apresentados por Da Silva et al.
(2018), que utilizou um sistema de extragdo semelhante ao proposto neste trabalho

na extragdo de saponinas de frutas de erva-mate.

Tabela 4.3 — Difusividade massica de cafeina (D), coeficiente de particdo (K) e coeficiente de

determinacéo (R?) para erva-mate IN e BR utilizando os métodos IF e CEM

IN BR
L
IF 30 °C 0,71 168,15 0,990 0,28 167,32 0,981
IF 60 °C 4,21 110,09 0,994 3,69 111,72 0,996
IF 90 °C 61,47 76,90 0,991 56,98 76,90 0,994
CEMOV 0,63 422,67 0,996 0,34 422,67 0,988
CEM 25V 0,65 422,67 0,995 0,63 422,67 0,994
CEM 180 V 0,73 422,67 0,996 0,71 422,67 0,995

O fator de particao foi diferente para as trés temperaturas avaliadas na IF, mas
para o CEM o parametro foi o mesmo para todas as condi¢gdes, mostrando que o fator
de particao esta relacionado a temperatura, mas n&o a voltagem ou ao tipo de erva-

mate. A difusividade massica de cafeina (D) estd diretamente relacionada a
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temperatura, ja que com o aumento desta na IF foi observado o aumento de deste
parametro. Por sua vez, a voltagem ndo apresentou melhorias perceptiveis na
difusividade massica da cafeina. A erva-mate BR influenciou negativamente na
difusividade massica da cafeina, ja que em todas as condi¢cbes analisadas apresentou
valores menores do que a erva-mate IN. Isto pode ser justificado pela perda de cafeina

durante este processamento.

Além disto, todos os dados obtidos pela modelagem matematica ajustaram-se
aos resultados experimentais visto que o coeficiente de determinagao obtido em cada

caso estudado foi maior do que 0,98.

4.1.3.4. Atividade Antioxidante

Ao fim das extracbes uma aliquota de amostra foi coletada para a realizacao
de ensaios da atividade antioxidante. Na Figura 4.7 estdo apresentados os resultados
de ECso (gextrato/gpPpPH) para os extratos obtidos nas trés temperaturas avaliadas da IF
e para as duas matérias-primas. Os extratos obtidos na maior temperatura
apresentaram maior capacidade antioxidante, pois foi necessaria uma menor
quantidade de extrato para reduzir 50% do DPPH disponivel no sistema de reacao. O
efeito da variavel temperatura € mais significativo em termos de atividade antioxidante
de extratos obtidos de amostras IN do que de extratos obtidos de amostras BR. Esse
resultado, juntamente com as imagens obtidas pelo MET, indica que, durante o
processo de branqueamento, as folhas de erva-mate sofrem uma alteragcdo em sua
estrutura. Isto posto, essa modificacdo faz com que os compostos que possuem acgao
antioxidante sejam extraidos mais facilmente a baixas temperaturas. A 90 °C, ndo se
pode verificar diferengas entre a erva-mate IN e BR, ja que os resultados para ambos

os resultados da erva-mate sdo estatisticamente iguais.
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Figura 4.7 — ECso (g extrato/g DPPH) dos extratos obtidos por infusdo apds 2 h de reagdo com DPPH.

Letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas significativas entre os valores médios (p <0,1).

Na extragao utilizando o CEM observou-se um comportamento diferente para
os tipos de erva-mate estudos, como mostra a Figura 4.8. Apenas a erva-mate IN teve
maior agao antioxidante quando a voltagem foi aumentada, ou seja, incrementada a
variavel voltagem observou-se uma redugdo no ECso (gextrato/gorpH). Por sua vez, a
erva-mate BR nao apresentou diferengas significativas na atividade antioxidante

dentro do intervalo de voltagem proposto para a extragao por CEM, bem como quando
a temperatura foi aumentada na IF.
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Figura 4.8 - ECso (g extract/g DPPH) dos extratos obtidos por extracéo por campo elétrico moderado
apos 2 horas de reagdo com DPPH.

Letras diferentes (a, b, ¢, d) indicam diferencas significativas entre os valores médios (p <0,1).
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O objetivo da utilizagdo do CEM foi alterar a estrutura da matéria-prima e
consequentemente aumentar o rendimento do processo (Rocha et al., 2018). Para a
erva-mate IN esta proposta demostrou-se eficaz porque observou-se aumento da
atividade antioxidante do extrato. No entanto, para a planta BR este comportamento
nao foi verificado, podendo ser justificado pelo dano estrutural ja causado pelo
processamento industrial de branqueamento sofrido por esta matriz e observado nos
resultados de microscopia (Figura 4.3 e Figura 4.4). O CEM é usualmente um
tratamento indicado para vegetais frescos, como relatado por Sensoy e Sastry (2004)
e nossos resultados de ECso mostraram comportamento similar, ja que apds o
processo de branqueamento o CEM nao foi mais capaz de melhorar a atividade

antioxidante dos extratos.

O processo de branqueamento mostrou resultados diferentes para a extragéao
de cafeina e os compostos antioxidantes para ambas tecnologias. Apds o processo
de branqueamento foi possivel obter maior quantidade de compostos antioxidantes,
observando-se uma diminuicdo no ECso, enquanto a cafeina apresentou
comportamento inverso, a excecao da temperatura de 90 °C. Na temperatura mais
elevada, independentemente da matéria-prima nao foi observado diferenca tanto na
quantidade de cafeina extraida quanto na atividade antioxidante. Os resultados
obtidos mostraram que uma menor quantidade de cafeina extraida na erva-mate BR
nao influenciou na capacidade antioxidante. Como relatado por Giulgin (2008), a
cafeina tem uma atividade pro-oxidante em um ensaio de emulséo de 4cido linoléico.
Além disso, Anesini (2012) relacionou a atividade antioxidante da erva-mate ao acido
clorogénico, acido cafeico e rutina; por outro lado, a cafeina induziu a oxidagéao lipidica
do &acido linoleico atuando como um composto pré-oxidante. A diferenca de
solubilidade destes compostos (0,125 mg/mL para rutina, 40 mg/mL para o acido
clorogénico e menor que 1 mg/mL para o acido cafeico (Pubchem)) em relagcéo a
cafeina (25,8 mg/mL (Yalkowky et al, 2010)) pode justificar a diferenca de

comportamento da atividade antioxidante a quantidade de massa de cafeina extraida.
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4.1.4. Conclusao

A MET demonstrou-se uma técnica capaz de mostrar os danos na estrutura
das folhas de erva-mate apdés o processo de branqueamento, onde foi possivel
observar que a organizagao das estruturas celulares foi alterada. Estes resultados
justificam as diferengas no comportamento extrativo para a erva-mate in natura e
branqueada. Porém, nas condicbes maximas avaliadas, 90 °C para a IF e 180 V para
a extracdo por CEM, os resultados encontrados foram mais préoximos, ou nao se
obteve resultados estatisticamente diferentes, para os tipos de erva-mate. Isto posto,
pode-se concluir que para condigdes mais brandas de extracdo serao obtidos
menores valores de massa de cafeina e maior atividade antioxidante quando for
utilizada erva-mate que sofreu o processamento de branqueamento. Para cafeina isto
pode ser justificado pela sua temperatura de sublimagao, que ocorre a 178 °C em
pressao atmosférica, sendo esta temperatura inferior a temperaturas utilizadas no
processo de branqueamento. Entretanto, novos estudos sobre o assunto devem ser
realizados para melhor elucidacdo, bem como avaliar o sinergismo entre 0 uso da
temperatura e o campo elétrico para extrair compostos antioxidantes e cafeina das

folhas de erva-mate.

A modelagem matematica aplicada a extracdo de cafeina foi capaz de
representar o processo, possuindo coeficientes de determinacao nao inferiores a 0,98.
Para o modelo aplicado, o coeficiente de parti¢cao (K) foi dependente exclusivamente
da temperatura enquanto a difusividade massica da cafeina (D) foi dependente do tipo
de planta utilizado, da temperatura, para a IF, e da voltagem, para a extragdo por
CEM.
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4.2. Artigo 2: Otimizagdo do processo de descafeinizagdao da erva-mate por

extragdo com fluido supercritico.

Este estudo busca desenvolver e otimizar uma metodologia que possibilite

obter erva-mate com concentragéo final de cafeina menor do que 0,1% (m/m) e assim

ser considerada descafeinada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,

2005). A tecnologia usando fluido supercritico foi escolhida para realizar o processo

extrativo e foi realizado planejamento experimental a fim de obter-se valores

otimizados, dentro do intervalo investigado, para as variaveis de processo estudadas:

vazao de solvente, vazdo de modificador e tempo de extragéo.

4.21.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sao:

otimizar o processo de extragdo supercritica da erva-mate, visando obter
concentragao de cafeina menor do que 0,1% (m/m), avaliando as variaveis:

tempo, vazédo de COz2 supercritico e etanol (modificador);

realizar uma modelagem matematica da extragéo por fluido supercritico para

massa de cafeina e para massa total de extrato obtido;

avaliar a atividade antioxidante de extratos aquosos utilizando folhas de

erva-mate antes e depois da extracao por fluido supercritico;

analisar a concentragédo de cafeina, bem como a atividade antioxidante do

extrato obtido por extracéo supercritica;

aumentar a concentracdo de cafeina nos extratos obtidos por fluido

supercritico através da extracao liquido-sélido;

avaliar a concentracao de cafeina em um processo semelhante ao preparo
do chimarrao utilizando folhas de erva-mate antes e depois da extracado por

fluido supercritico;
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4.2.2. Metodologia

4.2.2.1. Erva-mate

As folhas de erva-mate usadas para realizar os experimentos foram fornecidas
pela empresa Baldo S.A., colhidas no sul do Brasil (S40 Mateus do Sul - PR). Foram
utilizadas folhas de erva-mate branqueadas, ou seja, que passaram pelo processo de
beneficiamento da erva-mate somente até a etapa de branqueamento (sapeco). Para
homogeneizar as amostras, as folhas foram moidas em um moinho de facas e
posteriormente foi selecionada a parcela da amostra entre as peneiras de abertura de
0,5 mm e 0,355 mm. Desta forma, a granulometria média das amostras utilizadas é
0,427 mm.

4.2.2.2. Extragdo com fluido supercritico

Os experimentos de extragao foram realizados no Laboratério de Operagdes Unitarias
(LOPE) da PUCRS na unidade piloto de extragao supercritica (Figura 4.9). O processo
extrativo se inicia com a alimentagdao do sistema com CO: liquido proveniente do
reservatorio (RE — 1). O COz2 é refrigerado (trocador de calor TC — 1) com o objetivo
de garantir que o solvente esteja na fase liquida na entrada da bomba de alta pressao.
Em seguida, o solvente é pressurizado em uma bomba (B — 1) de alta presséao
(Maximator® — G35). O modificador etanol (cossolvente) € acondicionado em um
reservatorio (RE — 2) e pressurizado por uma bomba (B — 2) de pistao (ISCO 260D).
Apos pressurizados, o CO2 na condi¢cao supercritica e o etanol se misturam e
ingressam no trocador de calor (TC — 2) para que a mistura alcance a temperatura
definida para o processo extrativo. A mistura de solventes entra no vaso extrator (VE
— 1) de 500 mL, onde a mesmo percola pelo leito formado pela matriz vegetal, neste
caso as folhas de erva-mate moidas, solubilizando o extrato. O vaso extrator possui
uma jaqueta de aquecimento elétrico para manter constante a temperatura do extrator
ao longo do processo. Apds a solubilizacdo do extrato, a mistura solvente-soluto é
direcionada para uma valvula de controle/expanséao (VC — 1) (Hoke—Micromite® 1600)
a fim de reduzir a pressao da mistura. Com a reducao de presséao, os solventes CO2
e etanol passam para o estado gasoso e liquido, respectivamente, deixando de

solubilizar o extrato que precipita nos vasos de separagao (VS —1 e VS —2). Avalvula



60

de expansao conta com um sistema de aquecimento para evitar o congelamento da
mesma, visto que durante a etapa de expansdo do solvente ha reducdo de
temperatura devido ao efeito Joule-Thomson do COz. Por fim, o CO2 passa por um
medidor de fluxo (MF — 1) (Siemens® Sitrans FC mass flow 6000) que mensura a
vazao do solvente, enquanto a vazio do etanol é medida diretamente na bomba de
pistao (B — 2).

VE-1

=z |

TC-2

VR-2 VR-1
2

B- TC-1

RE -2 RE-1

Figura 4.9 - Fluxograma da unidade piloto de EFS utilizada para realizar os experimentos.
Legenda: RE — Recipiente; TC — Trocador de calor; B — Bomba; VR — Valvula de retengao; VE — Vaso
de extragdo; VG — Valvula globo; VC — Valvula de Controle; VS — Vaso de separagéo; MF — Medidor
de fluxo; TT — Medidor de Temperatura; PT — Medidor de Pressao.

As extracbes realizadas com o fluido supercritico para a remogao de cafeina
foram divididas em trés estagios, buscando obter diferentes respostas do
comportamento extrativo, a fim de se otimizar o processo. Na Figura 4.10 é
apresentado um fluxograma com as trés etapas do estudo, bem como as variaveis
estudadas. Os resultados obtidos em uma etapa definiram os parametros para o
estagio subsequente. As condi¢cdes de pressao e temperatura ndo foram alteradas,

por estas corresponderem aos limites maximos operacionais do equipamento (300 bar
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e 60 °C). Estudos anteriores demonstraram que nao € indicado utilizar valores

inferiores (Franceschini, 2017).

e Tempo e Vazdo CO, e Vazdo CO,
* Razdo Modificador ¢ VVazdo modificador
e Tempo

Figura 4.10 - Etapas de extragao supercritica para remogao de cafeina da erva-mate

4.2.2.2.1 Etapa 1 — Avaliagdo do tempo

Inicialmente, um estudo sobre a relacdo entre o tempo de extracdo e a
concentracdo de cafeina na erva-mate processada foi realizado. Utilizaram-se as
condicdes operacionais definidas no trabalho de Franceschini (2017). As mesmas sao
apresentadas no Quadro 4.1. A Unica alteracao realizada foi quanto a massa de erva-
mate utilizada em cada extragdo, havendo um aumento da massa de planta de 36 g
para 140 g. Ao longo do processo foram sendo feitas coletas de 2 g das folhas de
erva-mate para a analise da concentragado de cafeina. As andlises foram realizadas
nos tempos de 4,0, 5,0, 6,5 e 8,5 h de extracdo. Para execugao de tal procedimento,
a extracdo foi interrompida (redugdo a pressao atmosférica) para a remogao da
amostra e em seguida o processo extrativo era recomecado nas condi¢des

operacionais apresentadas no Quadro 4.1.
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Quadro 4.1 - Variaveis de processo e seus respectivos valores definidos para a extragdo supercritica

de cafeina da erva-mate empregadas no estudo da relagéo tempo de extragéo versus concentragao

de cafeina.
Variavel Valor
Presséo 300 bar
Temperatura 60 °C
Vazao de CO2 1000 g/h
Razao de modificador (etanol) 5,5% (m/m)
Massa de erva-mate 140 g
Diametro de particula 0,427 mm

4.2.2.2.2 Etapa 2 — Planejamento experimental por fatorial 22

O planejamento experimental € um processo estruturado para investigar a
relacéo entre as variaveis controladas (input) do processo e os efeitos ou respostas
(output). Portanto, representa uma melhoria em relagdo a abordagem experimental de
um fator por vez, por fornecer informacgéao estatistica sobre o significado e magnitude
de cada fator e suas interagdes, através do método de ANOVA (analise de variancia)
(Wills e Napier-Munn, 2016; Franchi, 2018; Montgomery, 2012).

Um segundo estudo da extracdo de cafeina das folhas de erva-mate por
extragdo supercritica foi realizado utilizando um planejamento experimental fatorial 22
com repeticao em triplicada no ponto central. As variaveis analisadas foram vazao de
CO2 e razao de modificador (etanol). Os trés niveis de vazao de CO2 estudados foram
700, 950 e 1200 g/h (limites de operagao do equipamento); e os niveis de razao
massica de etanol foram 1,00%, 3,25% e 5,00% (valores inferiores aos investigados
por Franceschini (2017)), em relacdo a massa de CO2. As outras condigbes de
processo foram mantidas constantes: 300 bar, 60 °C, 5 h de extragéo, 140 g de erva-
mate de didmetro de particula média de 0,427 mm. O planejamento experimental

totalizou em 07 experimentos, conforme é apresentado na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Planejamento experimental fatorial 22 para as variaveis independentes para extragcdo de

folhas de erva-mate sapecada por fluido supercritico.

Variaveis dependentes Variaveis dependentes
descodificadas codificadas

Vazéo de CO2 Razao de

Experimento (g/h) etanol (%) X1 X2
1 700 1,00 -1 -1
2 1200 1,00 1 -1
3 950 3,25 0 0
4 700 5,00 -1 1
5 950 3,25 0 0
6 1200 5,00 1 1
7 950 3,25 0 0

X; é avazao de COg, X, € a razdo de etanol

Ao término do processo, 2 g de erva-mate processada foram coletados para
realizar a analise de determinacdo da concentracdo de cafeina por CLAE. Este
procedimento foi realizado em duplicata para cada uma das condigcdes definidas no
planejamento experimental. A partir dos resultados obtidos do planejamento fatorial
foi ajustada uma equacao polinomial de segunda ordem (Equagéo 4.6), utilizando
software Statistica 10®, para relacionar as variaveis independentes e a concentracao

de cafeina na erva-mate processada.

Y= Bo+ B1X1+ P2Xz + B12X1X; (4.6)

onde, Y é a resposta predita; X; e X, s&o as variaveis independentes; f, € uma
constante, e §; e B, sdo os coeficientes lineares e f;, € o coeficiente de interagao

entre os fatores.

4.2.2.2.3 Etapa 3 — Planejamento experimental por Box-Benhken

O planejamento experimental classico possui suas limitagdes, principalmente

ao que se diz respeito ao elevado numero de ensaios que sdo necessarios para um
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maior numero de fatores envolvidos. Desta forma, novos estudos foram realizados
para reduzir os ensaios, mas mantendo a confiabilidade do planejamento de
experimental classico (Wills e Napier-Munn, 2016; Montgomery, 2012). Box e
Behnken (1960) desenvolveram um método que utiliza apenas trés niveis para cada
variavel controlada e que também é capaz de descrever uma regido sem utilizar os
pontos de seus vértices. A Figura 4.11 € uma representagdo em trés dimensodes de
um planejamento experimental completo de trés niveis com 27 experimentos e de um

planejamento Box-Behnken de trés niveis com 13 experimentos.
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Figura 4.11 - Representacdao em trés dimensdes de um planejamento de trés niveis: completo com 27

experimentos (esquerda); e Box-Behnken com 13 experimentos (direita).

O método desenvolvido por Box e Behnken (1960) orienta os experimentos
para avaliar o efeito das variaveis na concentragcao de cafeina extraida, através de
trés niveis de trés variaveis. Os trés niveis de vazdo de CO:2 estudados foram 700,
950 e 1200 g/h; os niveis de vazao de etanol foram 50, 78, 106 g/h ; e os niveis de
tempo de extragédo foram 2,0, 3,5 e 5,0 h. Os demais parametros da extragcao foram
mantidos constantes: 300 bar, 60 °C, 140 g de erva-mate de didametro de particula
média de 0,427 mm. No total, pelo planejamento experimental de Box-Behnken, foram
realizadas 15 extracdes nas condicoes apresentadas na Tabela 4.5 com as variaveis

independentes codificadas.
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Tabela 4.5 — Planejamento experimental Box-Behnken para as variaveis independentes para extragcao

de cafeina das folhas de erva-mate sapecadas por fluido supercritico.

Variaveis dependentes

Variaveis dependentes

descodificadas codificadas
pp,  VOUeCO: vaziode Tempo .y oy x
1 950 78 3.5 0 0 0
2 700 106 3.5 -1 1 0
3 1200 50 3.5 1 -1 0
4 700 50 3.5 -1 -1 0
5 950 78 3.5 0 0 0
6 950 106 2.0 0 1 -1
7 1200 78 2.0 1 0 -1
8 700 78 2.0 -1 0 -1
9 700 78 5.0 -1 0 1
10 1200 106 3.5 1 1 0
11 1200 78 5.0 1 0 1
12 950 50 5.0 0 -1 1
13 950 50 2.0 0 -1 -1
14 950 78 3.5 0 0 0
15 950 106 5.0 0 1 1

X, é avazao de CO2, X, é a vazao de etanol e X5 é o tempo.

No fim da extragdo, 2 g de erva-mate processada foram coletados e usados

nas analises do teor de cafeina. A analise foi realizada por CLAE e o procedimento foi

feito em duplicata. Com os resultados obtidos a partir dos experimentos definidos pelo

planejamento Box-Behnken, obteve-se uma equacdo polinomial de segunda ordem

(Equacao 4.7) que relaciona as variaveis independentes com a concentragcéo de

cafeina, utilizando software Statistica 10®.
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Y= Bo+ BiXy+ PoXo + BsXs+ PriXi® + BaaXo + PasXs® + PraXiX,

(4.7)
+ B13X1X3 + B23X2X3

onde, Y é a resposta predita; X;, X, e X; sdo as variaveis independentes; 5, € uma
constante; 1, B, 3 sdo os coeficientes lineares; fi,, f13, B23 s@o o coeficiente de

interagcéo entre os fatores; e £, P22, B33 Sa0 0s coeficientes quadraticos.

Utilizando-se a Equacédo 4.7 € possivel obter a condi¢cdo otimizada para a
remocao de cafeina de folhas de erva-mate. Para a otimizagdo, considera-se a
condicdo em que obtém erva-mate descafeinada (teor de cafeina < 0,1%). Nesta
condicdo otimizada, realizaram-se extracbes em triplicata a fim de verificar-se a
aderéncia dos resultados do planejamento experimental com os valores obtidos

experimentalmente.
4.2.2.3. Modelagem matematica da extragdo supercritica

Na condicdo otimizada para a obtencdo de erva-mate descafeinada foram
realizados experimentos para obter a curva de extracdo rendimento versus tempo,
tanto em relacéo a cafeina extraida como em relacdo a quantidade total de extrato. A
quantidade de cafeina foi determinada por CLAE, solubilizando o extrato seco em
agua, enquanto o extrato total foi medido sua massa em balangca analitica. As

extragdes nesta condicao otimizada foram realizadas em ftriplicata.

A representacdo matematica das curvas de extracdo, para ajustar os dados
experimentais e obter os parametros de transferéncia de massa, € baseado no modelo
matematico desenvolvido por Reverchon (1997). O modelo consiste em um balango
de massa unidimensional para o extrato (pseudo-componente). O balango de massa

€ dado pelas Equacdes 4.8 € 4.9.

Balanc¢o de massa da fase fluida:

dC(z,t)  0C(zt) 1—¢ dq(zt) 48
at " ez e ot (*.)
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Balango de massa da fase sdlida:

aqut, 9 kula(zt) — K - C(z,0)] (4.9)

onde C(z,t) é a concentracdo do extrato na fase vapor; q(z,t) € a concentracao de
extrato na erva-mate; v é a velocidade intersticial do fluido; € é a porosidade do leito;
kry € o coeficiente interno de transferéncia de massa; p, € a massa especifica da

erva-mate e K é constante de equilibrio entre as fases.

O modelo também consiste nas condig¢des inicial e de contorno: g(z,0) = q, e
C(z,0) =0, q, € definida pela quantidade total de extrato existente na fase sélida e
C(z,0) = 0 como condi¢ao de contorno. O comportamento linear para a fase sélido-
fluido é expresso por q*(z,t) = K- C(zt) (Almeida et al., 2013; Falcao et al., 2017;
Rossa et al., 2018)

O sistema de equacgdes diferenciais parciais € resolvido numericamente usando
o simulador dindmico EMSO (Ambiente para Modelagem, Simulagéo e Otimizagao),
que é um simulador adequado para simulag¢des dinamicas (Soares e Secchi, 2003).
O coeficiente de transferéncia de massa interna k;, € a constante de equilibrio K
foram estimados pelo método dos minimos quadrados e a fungao objetivo minimizada

pelo algoritmo de Nelder-Mead (1965).

4.22.4. Andlise de cafeina na erva-mate

O procedimento usado para determinar a concentragdo de cafeina nas folhas
de erva-mate inicia com a decocgéo aquosa (Filip et al., 1998) do material vegetal para
remover a cafeina das folhas através da solubilizacdo da cafeina na fase aquosa. Este
procedimento foi realizado utilizando 200 mL de agua MiliQ em ebulicao e 2 g de folhas
de erva-mate por 20 min. Depois de arrefecer, a mistura foi filtrada e analisada por
CLAE (4.1.2.3. Analise de cafeina). Este procedimento foi realizado para a erva-mate

antes e depois do processo de extracdo em duplicata.
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4.2.2.5. Analise da capacidade antioxidante da erva-mate apos o processo de

extragdo por fluido supercritico

Para avaliar o impacto do processo de extracdo de cafeina na capacidade
antioxidante da erva-mate, foram realizados extratos de infusdo de erva-mate antes e
apos a extragdo supercritica na condi¢cao otimizada. A infuséo foi realizada com 7 g
de erva-mate e 70 mL de agua MiliQ (100 mg de erva-mate/mL) por 6 horas a 60 °C;
em seguida, uma amostra foi coletada filtrada e diluida (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,00;
2,00 mg de erva-mate/ml). A capacidade antioxidante foi determinada pela
metodologia DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) (item 4.1.2.4. Analise Antioxidante). A
capacidade antioxidante foi calculada usando a Equacao 4.10 como um percentual da

concentragao inicial (60 uM).

(Abs = 100)
DPPH (%) = ——— 4.10
( 0) Abscontrole ( )

Os experimentos foram feitos em ftriplicata e um teste F foi realizado para
detectar diferencas significativas entre os valores das diferentes amostras. Além
disso, as médias e os desvios padrdes foram calculados, e as médias foram
consideradas significativamente diferentes quando os valores de p foram inferiores a
0,1.

4.2.2.6. Avaliagao da quantidade de cafeina ingerida no chimarrdo

4.2.2.6.1 Procedimento experimental

Para avaliar a influéncia do processo de extracdo de cafeina realizado na
quantidade de cafeina ingerida, foram realizados experimentos simulando a
preparacao do chimarrao com amostras de erva-mate antes e depois do processo de
extragdo por fluido supercritico. Este processo ajuda a esclarecer o impacto da
extragdo proposta frente a quantidade de cafeina que sera ingerida pelo consumidor
final, ja que o processo simula com grande semelhanga o modo de preparo utilizado

pela maioria dos consumidores. A metodologia realizada baseia-se na proposta
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apresentada por Meinhart et al. (2010), onde utiliza-se um trap acoplado uma bomba
de vacuo para fazer a sucgao e a amostragem da bebida, preparada em sua forma
tradicional em uma cuia. A Figura 4.12 apresenta de forma esquematica a o sistema

descrito.

"o

Figura 4.12 Representagé@o esquematica do processo utilizado para simular a quantidade de cafeina

obtida a cada servida; constituido por uma cuia e um trap acoplado a uma bomba de vacuo

Os experimentos realizados foram iguais para os dois tipos de erva-mate,
sendo feitos em duplicata e com 40 g de material de vegetal dispostos no interior da
cuia. Para a primeira servida de agua deionizada foi utilizado 164 mL, volume
necessario para preencher o restante da cuia. As demais servidas foram de 65,5 £ 2,2
mL e a temperatura da agua era de 74,9 £ 0,9 °C. Ao todo foram realizados 30
processos de servidas, a fim de esgotar a erva-mate, e foram realizadas coletas para
analise de cafeina nas seguintes servidas: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 14, 18, 22, 26 e 30. Em
cada uma das servidas o tempo de contato entre a agua quente e a erva-mate foi de
30 s, com um intervalo de 2 min entre cada servida. O volume de agua coletada em
cada servida foi medido e uma aliquota foi filtrada e analisada em CLAE seguindo a

mesma metodologia apresentada anteriormente (4.7.2.3. Analise de cafeina).

4.2.2.6.2 Modelagem matematica

Uma modelagem matematica do processo extrativo que ocorre durante o

preparo do chimarrao foi proposta para ajustar os dados experimentais e obter os



70

parametros de transferéncia de massa. O modelo matematico utilizado € baseado no
modelo desenvolvido por Reverchon (1997), um balango de massa para o extrato
(pseudo-componente) nas fases fluida e sélida, porém, para adequar-se as
peculiaridades deste processo, foi utilizada a equagcao onde ndo ha variacao de
concentracao da fase fluida ao longo do leito. O balango de massa é dado pelas

Equacdes 4.11 e 4.12.

Balanco de massa da fase fluida:

(?)C-FEVE-F(].—S)VE—O ( )

Balango de massa da fase sdlida:

dgq .

E:kTM @q-q) (4.12)

onde W é a taxa massica de solvente; p é a densidade do solvente; IV € o volume da
cuia; C é a concentracao do extrato na fase fluida; g € a concentracao de extrato na
erva-mate; ¢ é a porosidade do leito; ks, € 0 coeficiente interno de transferéncia de

massa.

O comportamento linear para a interface solido-fluido é expresso por ¢* = K -
C, sendo K o coeficiente particdo. Por sua vez, a taxa massica de solvente foi
determinada pelo total de agua utilizada (2,025 kg) pelo tempo total (900 s) em que o
solvente entrou em contato com a erva-mate, com a densidade do solvente de 0,9748

kg/m?3.

O sistema de equagdes diferenciais parciais € resolvido numericamente usando
o simulador dindmico EMSO, que é um simulador adequado para simulacdes
dinamicas (Soares e Secchi, 2003). O coeficiente de transferéncia de massa interna
kry € a constante de equilibrio K foram estimados pelo método dos minimos

quadrados e a funcao objetivo minimizada pelo algoritmo de Nelder-Mead (1965).
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4.2.2.7. Analise e purificagdo do extrato

4.2.2.7.1 Tratamento inicial do extrato

Os extratos obtidos nas extracbes da Etapa 3 foram coletados e misturados
para a realizagcado das analises de determinagédo do teor de cafeina e de atividade
antioxidante. Inicialmente, o extrato se apresentava solubilizado em etanol no frasco
coletor, ja que apdés a despressurizagdo o CO:2 torna-se gasoso. Esta solugéo
(extrato+etanol) foi filtrada em papel filtro para eliminar o excesso de cera nao
solubilizada. Apés a filtracdo, o etanol foi removido em um evaporador rotativo, sob
vacuo. Com isso, obteve-se o extrato sélido do processo de extragao supercritica e

foram determinadas a concentracao de cafeina e a atividade antioxidante do mesmo.

Para a determinacao da concentracao de cafeina, o extrato sélido foi dissolvido
em agua MilliQ e 10 pL de amostra foi injetada no CLAE (4.1.2.3. Andlise de cafeina).
Os ensaios foram realizados em duplicata. Por sua vez, a determinacao da atividade
antioxidante foi utilizado o método DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) apresentada no

item 4.1.2.4. Analise Antioxidante, e os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.2.7.2 Planejamento experimental da purificagao do extrato

Apds a obtencgao do extrato soélido, descrito no item 4.2.2.7.1, foi proposto um
planejamento experimental para aumentar a concentracéo de cafeina no extrato. O
procedimento foi realizado em um Becker, onde o extrato sdlido foi adicionado
juntamente com 100 mL de agua deionizada, sob agitagao por 20 min. Devido a boa
solubilidade da cafeina em agua, ha a transferéncia de massa da fase sdlida (extrato)
para a fase liquida (agua); por outro lado, a cera ainda remanescente no extrato possui

baixa solubilidade em agua, e assim, sdo separados da cafeina.

As variaveis independentes avaliadas no planejamento experimental de dois
niveis e dois fatores foi a concentragdo de extrato soélido por volume de agua e a
temperatura da agua. Na Tabela 4.6 sdo apresentados os 7 experimentos realizados,
incluindo a triplicata no ponto central. Apés os 20 min do experimento, o sistema foi

fitrado em papel filtro para separacao dos sélidos néo solubilizados e em seguida a
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fase aquosa foi seca em evaporador rotativo. Assim, o extrato purificado e seco foi
pesado em balanga analitica e resolubilizado em concentragdo conhecida para analise

em CLAE, conforme metodologia apresentada na item 4.7.2.3. Analise de cafeina.

Tabela 4.6 — Planejamento experimental 22 para as variaveis independentes para purificagdo do extrato

seco obtido pela extragéo por fluido supercritico.

Variaveis dependentes Variaveis dependentes
descodificadas codificadas
Concentracao Temperatura
Experimento de extrato po X1 X2
(°C)
(mg/ml)
1 16 25 -1 -1
2 54 25 1 -1
3 54 45 1 1
4 16 45 -1 1
5 35 35 0 0
6 35 35 0 0
7 35 35 0 0

X, € a concentracdo, X, € a temperatura

A partir dos resultados obtidos do planejamento fatorial foi ajustada uma
equacao polinomial do mesmo formato da Equacéo 4.6, utilizando software Statistica
10® para relacionar as variaveis independentes e a concentracdo de cafeina no

extrato apds a purificagao.

4.2.3. Resultados e discussodes

Considerou-se erva-mate descafeinada aquela que possui concentracdo de

cafeina menor ou igual a 0,1% (gcafeina/gerva-mate), Visto que este é o valor considerado

pela ANVISA (2005) para classificar um produto como sendo descafeinado.
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4.2.3.1. Etapa 1 - Avaliagdo do tempo

Os resultados obtidos no processo de extragdo de cafeina das folhas de erva-
mate, quando se avaliou apenas o tempo como variavel, sdo apresentados na Tabela

4.7. A concentragao inicial de cafeina era de 2,1% (Qcafeina/Jerva-mate).

Tabela 4.7 - Resultado da avaliagdo do tempo (Etapa 1) no processo de extracéo de cafeina por

fluido supercritico das folhas de erva-mate (EM).

Concentragéo de Cafeina na Cafeina Extraida (%)
afeina Extraida
Tempo (h) EM processada (%) ’

0,0 2,099 0,00
4,0 0,464 77,89
5,0 0,284 86,45
6,5 0,121 94,24
8,5 0,092 95,63

Estes dados mostram que no periodo inicial o processo tem uma maior
capacidade de reduzir o teor de cafeina na erva-mate. A medida que a concentragdo
de cafeina na folha diminuiu, o avanco do processo de extracdo também diminui. Nas
condicbes operacionais estudadas, obteve-se que o tempo necessario para se obter
erva-mate descafeinada foi de 8,5 h. O experimento foi realizado sem repeticéao, ja
que o objetivo foi avaliar o efeito do tempo na remogao da cafeina, visto que houve
um aumento de massa de erva-mate utilizada em relacdo a estudos realizados

previamente por Franceschini (2017).

4.2.3.2. Etapa 2 — Planejamento experimental por fatorial 22

Na Tabela 4.8 sdo apresentados os resultados de concentragcao de cafeina na
erva-mate processada para as 07 extracbes realizadas, levando em conta o
planejamento experimental fatorial 22 com triplicata no ponto central, onde as variaveis
controladas foram a vazao de COz e a razdo de etanol (m/m). Com os dados obtidos
para a concentracdo de cafeina foi ajustada uma equacgéo polinomial de segunda

ordem, utilizando software Statistica 10® (Equacgao 4.13). A partir desta equacgao é
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possivel relacionar diretamente a concentracado de cafeina nas folhas de erva-mate
apos o processamento com as variaveis independentes (vazdo de CO2 e razdo de
etanol), dentro do intervalo estudado. A equacéo apresentada é referente aos valores
codificados (-1 para a condicdo minima, 0 para a condicao média e 1 para a condigao
de maximo) das variaveis independentes e o coeficiente de determinagdo (R?) obtido
foi de 0,983.

Tabela 4.8 - Resultados do planejamento de experimento por fatorial 22 (Etapa 2) no processo de

extragdo de cafeina por fluido supercritico das folhas de erva-mate (EM).

Concentragao de cafeina na

Experimento Vazdo de CO2 Razao de etanol EM processada (g caflg EM)

1 -1 -1 1,352%
2 1 -1 0,967%
3 0 0 0,616%
4 1 1 0,425%
5 0 0 0,694%
6 1 1 0,042%
7 0 0 0,505%
Y = 0,006965 — 0,00192 * X; — 0,00463 * X, + 0,000005 * X; * X, (4.13)

onde Y é a concentragao de cafeina na erva-mate (g caf/g EM); X; é a vazao de

COz2; e X, é a razao de etanol.

De posse dos resultados experimentais € possivel observar a influéncia da
vazao de CO2, mas também da razao de etanol, ja que quanto menores seus valores,
menos efetiva foi a extracdo de cafeina. Contudo, a razao de modificador, proporgao
da vazao de etanol em relagéo a vazao de COz, apresenta uma maior influéncia dentro
dos limites estudados, isto pode ser observado ao comparar os experimentos 2 e 4
(combinagdes de valores maximos e minimos). Ao utilizar o valor maximo da razao de
etanol do solvente combinado com o minimo de CO2 obteve-se menores valores de

concentracao de cafeina do que se utilizando o valor maximo de CO2 e minimo de
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modificador. Este comportamento também pode ser observado na Equacgao 4.13, ja
que o coeficiente da razao de etanol (0,00463) é 2,41 vezes maior do que o coeficiente
da vazao de etanol (0,00192). Apenas para o experimento 6, quando sao utilizados

para ambas as variaveis os valores maximos, foi possivel obter erva-mate
descafeinada, segundo os critérios da ANVISA.

Além disto, foi gerado um gréfico de resposta de superficie (Figura 4.13), que
€ a representacao grafica de uma variavel resposta em fungéo de um ou mais fatores
do processo. A superficie de resposta, que facilita a visualizagdo do comportamento
da concentracao de cafeina nas folhas de erva-mate dentro dos limites estudados, foi
obtida utilizando o software Statistica 10® através da equacao 4.13.

(9]0 RURRD 3V oeHR NN

Figura 4.13 - Superficie de resposta de concentragédo de cafeina (% g caf/g EM) para vazao de COz
versus razao de etanol (modificador) para o processo de extragédo de cafeina por fluido supercritico

das folhas de erva-mate.
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Ao analisar a Figura 4.13 € possivel visualizar a dependéncia da concentracéo
de cafeina na erva-mate apos a extragdo com a vazédo de CO2, bem como a razéo
massica de etanol. Ao passo que a variaveis independentes aumentam a
concentracao de cafeina diminui, portanto apenas na regido proxima a condi¢ao de
maximos seria possivel obter erva-mate com concentragdes inferiores a 0,1% de

cafeina.

4.2.3.3. Etapa 3 - Planejamento experimental por Box-Benhken

Os resultados de concentragao de cafeina na erva-mate processada para cada
condicdo de extragdo supercritica definida no planejamento experimental Box-
Behnken sao apresentados na Tabela 4.9. A concentracgdo inicial de cafeina nas
folhas de erva-mate foi de 2,1% (Qcafeina/Qerva-mate). As trés variaveis independentes
controladas (vazao de COz, vazéo de etanol e tempo de extragdo) contribuiram para
reduzir o teor de cafeina nas folhas de erva-mate, ja que manipulando seus niveis foi

possivel aumentar a extragao de cafeina.

Tabela 4.9 - Resultados do planejamento de experimento por Box-Behnken (Etapa 3) no processo de

extragao de cafeina por fluido supercritico das folhas de erva-mate (EM).

Experimento Vaéa(g)zde Vazao de etanol Tempo CaCfgfr:}(;e?gtr?gzg gﬁ/l)
1 0 0 0 0,381%
2 -1 0 0,372%
3 1 -1 0 0,422%
4 -1 -1 0 0,751%
5 0 0 0 0,299%
6 0 1 -1 0,483%
7 1 0 -1 0,710%
8 A 0 -1 0,828%
9 A 0 1 0,202%
10 1 1 0 0,233%
11 1 0 1 0,030%
12 0 -1 1 0,355%
13 0 -1 -1 0,576%
14 0 0 0 0,425%
15 0 1 1 0,050%
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Ao comparar-se os experimentos 8 e 11, maior e menor concentracio de
cafeina na erva-mate processada, respectivamente, foi possivel reduzir 26,6 vezes a
concentracdo de cafeina na erva-mate. No entanto, apenas duas condicbes
estudadas (experimentos 11 e 15) foram capazes de atingir concentracdes de cafeina

inferiores a 0,1%.

Com os resultados experimentais obtidos nas extragdes por fluido supercritico
do planejamento experimental Box-Behnken, foi ajustada uma equagao polinomial de
segunda ordem, utilizando software Statistica 10® (Equacédo 4.14). A equacgao
apresentada é referente aos valores codificados das variaveis independentes e o
coeficiente de detreminagdo (R?) obtido foi de 0,912.

Y=37x102—= 95x107*X; — 1,2 x 103X, — 2,4 x 1073X,
+ 7,6 x1074X,;2 — 2,0x 107°X,% — 2,2 x 107X,
+ 4,7 x107*X, X, — 1,4 x 107*X; X5 — 5,3 x 107X, X5

(4.14)

onde Y é a concentracao de cafeina na erva-mate (g caf/g EM); X; é a vazao de COgo,

X, é a vazao de etanol; and X; é o tempo de extracao.

Os coeficientes lineares apresentaram valores maiores do que os demais
coeficientes, sendo o maior coeficiente para o tempo de extragdo (2,4x103). Também,
fazendo uso da Equacao 4.14, foram geradas superficies de contorno que relaciona a
regido entre os niveis maximo e minimo de duas variaveis independentes a terceira

variavel independente mantida no nivel central.

Na Figura 4.14 é possivel avaliar a influéncia das variaveis tempo de extragéo
e vazao de CO2 ao manter a vazdo de etanol constante no nivel central (78 g/h).
Aumentar a vazado de CO:2 para valores superiores ao nivel central (950 g/h) néo
contribui para reduzir a concentracdo de cafeina na erva-mate processada,
principalmente quando o tempo de extragao é maior. Por sua vez, a variavel tempo de
extracdo apresentou um comportamento regular dentro dos limites avaliados, com

diminuicdo da concentracdo de cafeina na erva-mate processada a medida que o
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tempo de extragdo aumenta. A Unica regido (Figura 4.14) que representa um processo

no qual se obteria erva-mate com teores de cafeina iguais ou menores do que 0,1%
na erva-mate processada € a extremidade inferior esquerda.
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Figura 4.14 - Superficie de resposta da concentragao de cafeina nas folhas de erva-mate processada
(% g caf/lg EM): tempo de extragado versus vazéo de CO2, com vazao de etanol fixado no nivel médio

Na Figura 4.15 é possivel avaliar a influéncia das variaveis tempo de extracao
e vazdo de etanol ao manter a vazdo de CO2z constante no nivel central (950 g/h).
Verifica-se que ambas variaveis independentes possuem influéncia no processo de
extragdo de cafeina das folhas de erva-mate. Ao aumentar os valores de tempo de
extragdo ou vazao de etanol ha uma redugao da concentragcdo de cafeina na erva-
mate processada. A Figura 4.15 mostra uma regido onde seria possivel obter erva-
mate processada com valores iguais ou menores do que 0,1%. Esta regido

compreende entre vazao de etanol aproximadamente 0,2 (83 g/h) para o tempo de
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extragdo maximo (5 h); e o outro extremo para um tempo de extragdo aproximado de
0,7 (4,85 h) e vazao de etanol maxima (105 g/h). Ha uma area na Figura 4.15 em que
a curva de nivel calculada representa um valor da concentracao de cafeina menor que

zero. Fisicamente este valor ndo é possivel, denotando ali ser uma regiao onde néo
ha mais a presenca de cafeina nas folhas de erva-mate.
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Figura 4.15 — Superficie de resposta da concentragédo de cafeina nas folhas de erva-mate processada
(% g caf/lg EM): tempo de extragéo versus vazéao de etanol, com vazéo de CO: fixado no nivel médio

Por fim, na Figura 4.16 é possivel avaliar a influéncia das variaveis vazao de
CO:2 e vazao de etanol ao manter o tempo de extracdo constante no nivel central
(3,5 h). Verifica-se uma maior influéncia da vazao de etanol frente a vazao de COz,
visto que apenas com valores mais elevados de vazao de etanol € possivel obter os
menores valores de concentracido de cafeina na erva-mate processada. Para valores

maiores de vazdo de CO2 nao houve reducido da concentracdo de cafeina. Com o
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tempo de extragéo fixado em seu valor médio (3,5 h), ndo é possivel obter erva-mate
com teor de cafeina igual ou menor do que 0,1%.

OeHRNURID

(o) BUNRRD 0

A

Figura 4.16 - Superficie de resposta da concentragao de cafeina nas folhas de erva-mate processada
(% g caf/lg EM): vazao de etanol versus vazao de CO2, com tempo de extragao fixado no nivel médio

Ao analisar conjuntamente as superficies de respostas, pode-se verificar que
somente é possivel obter erva-mate descafeinada para valores de tempo maiores que
3,5 h (nivel médio), enquanto, para as outras duas variaveis, foi possivel obter erva-
mate descafeinada, mesmo para valores médios das respectivas variaveis. Também
ha uma alta dependéncia da vazédo de etanol na diminuigdo da concentracdo de
cafeina na erva-mate. Usando o etanol, a polaridade da mistura de solventes foi
alterada, o que favoreceu a remoc¢ao de cafeina. Etanol foi escolhido em vez de agua

como modificador, para mudar a polaridade, porque o primeiro tem uma maior

solubilidade em CO2 em comparagao com o ultimo (Gupta e Shim, 2007; Park et al.,
2007).
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Utilizando a Equacdo 4.9 é possivel obter uma condi¢cdo otimizada para a
obtencédo de erva-mate descafeinada. A solugéo encontrada para equacgéao, quando
se busca um valor de concentragdo de cafeina (Y) menor ou igual a 0,1%, retorna
valores para X; =0, X, = +1 e X; = 0,5. Descodificando os valores encontramos que
a vazao de COz2 (X;) € 950 g/h, vazéo de etanol (X,) € 106 g/h e tempo (X3) € 4,25 h.
A condicao otimizada apresenta um tempo de extracao inferior ao obtido por Saldafia
et al. (1999), mesmo utilizando 140 g de erva-mate, frente aos 10 g utilizadas pelo

autor durante um processo de extracao por fluido supercritico de 7 h.

Os experimentos em triplicata na condi¢cao 6tima resultaram em uma erva-mate
processada com concentragcao de cafeina de 0,163% * 0,058%. O valor obtido é
superior ao tedrico (0,1%) devido ao erro experimental associado ao processo, porém
foi utilizado um lote de erva-mate diferente do que foi gerado o modelo, demostrando
a qualidade e confiabilidade nos dados gerados pelo planejamento experimental.
Também é importante ressaltar que o valor obtido é para a folha de erva-mate e que
o produto comercializado € uma mistura de folhas e galhos (palitos) de erva-mate.
Estes palitos possuem concentragdo menor de cafeina e, conforme apontado o estudo
de Franceschini (2017), é possivel obter concentragées de cafeina de 0,076% nos
palitos apods a extragdo supercritica. Portanto, ao adicionar os palitos as folhas de

erva-mate havera uma diminui¢cdo na concentracao total de cafeina.

Na Tabela 4.10 sao apresentados os valores obtidos na triplicata, bem como o
desvio obtido, para as massas de extrato e de cafeina para os experimentos em
triplicata na condigéo otimizada. Foram encontrados valores ao término da extragao
de 4,25 h de 7,98 + 0,17g de extrato total e de 653,4 + 59,2 mg de cafeina.
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Tabela 4.10 — Massas de extrato e cafeina ao longo do processo de extragéo por fluido supercritico

na condigdo otimizada (950 g/h de COz2, 106 g/h de etanol e 4,25 h) das folhas de erva-mate.

t (min) massa de extrato (g) massa de cafeina (mg)
0 0,00 0,00
20 0,92+0,13 18,11 £ 12,79
40 2,68 £ 0,47 78,46 + 11,40
60 3,71 £ 0,52 136,72 £ 17,24
80 4,63 £0,48 213,28 £ 30,24
100 5,31+ 0,45 288,21 + 37,59
120 5,90 + 0,40 360,75 + 39,97
140 6,33 + 0,39 411,48 + 41,49
160 6,70 + 0,35 455,88 + 40,02
180 7,02 +0,28 504,29 + 47,08
200 7,27 £ 0,22 541,19 £47,73
220 7,54 £ 0,23 581,20 * 56,99
240 7,78 £ 0,19 615,03 £ 60,17
260 7,98 +0,17 653,41 + 59,17

Todos os dados apresentam média + desvio padrao.

4.2.3.4. Modelagem matematica

Para as condigdes otimizadas definidas a partir da Equacao 4.9, 950 g/h de

CO2, 106 g/h de etanol e 4,25 h de extragao, foram geradas as curvas de extragao

massa total de extrato versus tempo e massa de cafeina versus tempo em triplicata.

A partir destes resultados experimentais, ajustaram-se os parametros coeficiente de

transferéncia de massa (k) € o coeficiente de partigao (K) e foram geradas as curvas

de extragdo massa de extrato versus tempo (Figura 4.15) e massa de cafeina versus

tempo (Figura 4.16), aplicando o modelo de Reverchon (1997).
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Figura 4.17 — Curva de extragdo massa de extrato versus tempo obtida pelo processo de extracao
supercritica a partir das folhas de erva-mate nas seguintes condigdes experimentais: 950 g/h de COz,
106 g/h de etanol e 4,25 h de extragéo.

Legenda: (o) dados experimentais; (—) modelo matematico proposto por Reverchon (1997).

Para a modelagem que levou em conta a massa de extrato total, o coeficiente
de transferéncia de massa ajustado (kp,) foi 1,925x104 + 0,043x10* s e o
coeficiente de particdo (K) foi 9,389 x10* + 0,163 x10* m3kg. O coeficiente de
determinacéo (R?) para o modelo proposto foi de 0,9983. Por sua vez, o coeficiente
de transferéncia de massa especifica de cafeina (k?‘,\l{) foi 8,647x10° + 0,138x10° s™
e seu coeficiente de particdo (K°) is 8,039x10* + 0,112x10* m3%kg, com um

coeficiente de determinagéo (R?) de 0,9898.
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Figura 4.18 — Curva de extragcdo massa de cafeina versus tempo obtida pelo processo de extracao
supercritica a partir das folhas de erva-mate nas seguintes condigdes experimentais: 950 g/h de COz,
106 g/h de etanol e 4,25 h de extragéo.

Legenda: (o) dados experimentais; (—) modelo matematico proposto por Reverchon (1997).

Os modelos gerados podem ser uma ferramenta utilizada para prever o tempo
necessario para obter o maximo de extrato total e cafeina, ou seja, quando a massa
sera constante ao longo do tempo. Os parametros ajustados se encontram de acordo
com outros modelos semelhantes de extragao por fluido supercritica de produtos
naturais publicados na literatura. Suas ordens de grandeza sao as mesmas
apresentas por Almeida et al. (2013) e Fianco et al. (2018) para a extracdo da

Hypericum caprifoliatum e da prépolis vermelha, respectivamente.

4.2.3.5. Capacidade antioxidante da erva-mate apds o processo de extragdo

por fluido supercritico

Os resultados das analises da capacidade antioxidantes, utilizando erva-mate
nao processada e descafeinada, estdo apresentados na Figura 4.19. Ao comparar
extratos na mesma condicao avaliada nao foi encontrada diferenga significativa,
alterando-se o tipo de erva-mate. Ao aumentar a concentragcdo do extrato a

capacidade antioxidante também foi aumentada, porém a partir da concentragao de
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0,75 mg erva-mate/mL entrou-se numa regido de maximo, ndao observado um
crescimento na capacidade antioxidante. Isto pode ter acontecido pelo fato de haver
quantidade de extrato suficiente para consumir todo, ou quase todo, o DPPH
disponivel no sistema. Possivelmente, ndo se obteve resultados maiores do que
95,3%, pelo fato do produto da reagéo extrato-DPPH e o excesso de extrato possuam

absorbancia no comprimento de onda avaliado.
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Figura 4.19 — Capacidade antioxidante das dilui¢ées (0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1,00; 2,00) dos extratos
aquosos a 60 °C para folhas de erva-mate antes e depois do processo de extragao supercritica.

Todos os dados apresentam média + desvio padréo. Letras diferentes (a, b, ¢, d, e) indicam diferengas

significativas entre os valores médios (p <0,1).

Estes resultados mostram que a extragao por fluido supercritico foi capaz de
reduzir a quantidade de cafeina extraivel de folhas de erva-mate por extracdo aquosa
a 60 °C, sem alterar significativamente a capacidade antioxidante. A massa de cafeina
obtida, por massa de erva-mate, pela extracao aquosa a 60 °C foi de 4,68 + 0,03 mg/g
para a erva-mate antes da extracao por fluido supercritico e 0,31 + 0,05 mg/g para a

erva-mate apos a extragao por fluido supercritico.
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4.2.3.6. Avaliagao da quantidade de cafeina ingerida no chimarrdo

Com os dados obtidos das analises de cafeina em cada uma das servidas
durante o processo de 30 servidas na cuia foi possivel comparar as quantidades de
cafeina ingeridas para a erva-mate antes e depois do processo de extragao
supercritica. Utilizando a planta antes da extracao foi possivel obter 388,23 + 22,10
mg de cafeina ao final das 30 servidas agua de um total de 440,00 mg de cafeina
disponivel, ou seja, o processo realizado na cuia foi capaz de disponibilizar ao
consumidor 88,2% da cafeina disponivel. Ja para a erva-mate processada obteve-se
57,71 £ 6,10 mg de cafeina ao final de 30 processos de servidas de agua de um total
de 65,20 mg, disponibilizando 81,9% da cafeina existente na planta. Ao fazer a analise
comparativa entre a erva-mate antes e depois do processamento, obtém-se uma

reducéo de ingestédo de cafeina de 330,52 mg ou 85,1%.

Na Figura 4.20 é apresentado a massa de cafeina que seria ingerida nas
servidas de numeros: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 10, 14, 18, 22, 26 e 30. Ao analisar a figura é
possivel observar que ambas curvas possuem um comportamento semelhante na
obtencéo de cafeina, porém ao utilizar-se a erva-mate antes da extragao por fluido
supercritico os valores obtidos sdo consideravelmente maiores. Por exemplo, na
primeira servida da erva-mate antes da extragcdo a massa de cafeina obtida foi de
64,41 £ 1,07 mg, sendo este valor, estatisticamente igual (p > 0,1) ao somatdrio de
todas as 30 servidas da erva-mate que passou pelo processo de extragao supercritica
(57,71 £ 6,10 mg).
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Figura 4.20 Curva de massa de cafeina obtida pontualmente versus niumero de servidas (N) para um
processo que simula o método de preparo tradicional do chimarrao utilizando erva-mate antes e

depois do processo de extragdo supercritica.

Legenda: Erva-mate antes da extracéo (®); erva-mate depois da extragado (o)

Outro ponto a destacar-se da Figura 4.20 é que depois dos seis primeiros
pontos é possivel visualizar a mudanca da dindmica da extracdo. Anteriormente a este
ponto a extragéo é regida pela solubilidade da cafeina na agua, enquanto depois deste
momento & a transferéncia de massa da cafeina que limita o processo. A partir da
servida de numero 18 a variagado da quantidade de cafeina obtida a cada servida é
menor, indicando uma regido onde resta somente cafeina em regides que esta
metodologia tem dificuldade em obter. Vale ressaltar que mesmo nesta regido, a
quantidade de cafeina obtida é estatisticamente diferente (p < 0,1) para os dois tipos
de erva-mate. Por fim, a quantidade de cafeina que seria ingerida na primeira servida
de erva-mate apods o processo de extragao, 9,63 + 1,78 mg é compativel com a décima

servida da erva-mate ndo processada 12,31 £ 3,36 mg.
4.2.3.6.1 Modelagem Matematica
A Figura 4.21 é apresentado a curva de cafeina acumulada ao longo do numero

de servidas, juntamente com o modelo matematico calculado para a erva-mate antes

e depois da extracao por fluido supercritico.
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Figura 4.21 - Massa de cafeina versus namero de servidas no preparo do chimarréo para erva-mate

antes e depois da extragao por fluido supercritico.

Legenda: Erva-mate antes da extragdo (®); erva-mate depois da extragdo (0); modelagem para erva-

mate antes da extragdo (—); modelagem para erva-mate depois da extragdo (= = = =).

Os dados obtidos a parir da modelagem matematica sao apresentadas na
Tabela 4.11. Como esperado, os coeficientes ky,, e K, para a erva-mate que sofreu o
tratamento da extracdo por fluido supercritico foram maiores, ja que esta matriz
vegetal possui menor quantidade de cafeina. Ja o coeficiente de determinagéo (R?)
elevado, para ambos os casos, denota que o modelo proposto se adequou aos dados
experimentais obtidos. Além disto, 0 modelo pode servir para prever a quantidade de
cafeina ingerida no preparo do chimarrdo para outros tipos de erva-mate, sendo este

o primeiro modelo proposto para tal fim.
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Tabela 4.11 - Coeficiente interno de transferéncia de massa (ky,,), coeficiente de particao (K) e

coeficiente de determinagdo do modelo matematico proposto para a extragdo do chimarrao.

Kyt K R2

Antes da Extragdo  0,165956 + 0,106  0,0038 + 0,00029 0,999553

Depois da Extragdo  1,06104 £ 0,084  0,0051 + 0,00031 0,999534

4.2.3.7. Analise e purificagdo do extrato

4.2.3.7.1 Tratamento inicial do extrato

A concentragao de cafeina obtida apds o tratamento inicial para os extratos da
Etapa 3 foi de 47,8% £ 2,8%. Ja na determinagédo da atividade antioxidante o ECso
obtido nas analises foi de 0,80 g extrato/g DPPH, ou seja, € necessario 0,8 g de extrato
para consumir 1 g de DPPH. Por sua vez, o ensaio utilizando a mesma metodologia
de determinacédo de atividade antioxidante, porém com padrdo de cafeina nao foi
capaz de reagir com o DPPH. Isto posto, podemos inferir que o restante da
composigcao do extrato que € responsavel pelas propriedades antioxidantes do extrato
obtido. Estes resultados estdo de acordo com os encontrados por Anesini e
colaboradores (2012) que descreve a cafeina obtida de extratos de erva-mate como

sendo um composto com agéo pré-oxidante.

4.2.3.7.2 Planejamento experimental da purificagao do extrato

O resultado dos 7 experimentos realizados com os extratos supercriticos,
visando aumentar sua concentragao em cafeina, sdo apresentados na Tabela 4.12. O
experimento 6 foi o que apresentou maior concentragdo de cafeina, 92,34%, sendo
este uma das replicatas do ponto central do experimento: 35 mg/mL de extrato seco

em agua e temperatura de 35 °C.



90

Tabela 4.12 - Resultados do planejamento de experimento por fatorial 22 da purificagdo do extrato de

erva-mate da extracdo por fluido supercritico.

Concentracéao de Concentracgao de

Experimento Temperatura (°C)

extrato (mg/mL) Cafeina
1 -1 -1 85,43%
2 1 -1 87,90%
3 1 1 64,27%
4 -1 1 83,85%
5 0 0 88,85%
6 0 0 92,34%
7 0 0 86,91%

Com os dados obtidos para a concentragao de cafeina no extrato foi ajustada
uma equacao polinomial de segunda ordem, utilizando software Statistica 10®
(Equacao 4.15). A partir desta equagcdo é possivel relacionar diretamente a
concentracao do extrato e a temperatura escolhidas durante o processo de purificacao
e avaliar suas influéncias para elevar a concentragao de cafeina no extrato. A equagao
apresentada é referente aos valores codificados (-1 para a condigdo minima, O para a
condicdo média e 1 para a condicdo de maximo) das variaveis independentes e o
coeficiente de determinagéo (R?) obtido foi de 0,70. O baixo valor de R? obtido pode

ser justificado pela baixa reprodutibilidade do experimento.

Y = 0,8422 — 0,0428 * X, — 0,0630 x X, — 0,055 * X; * X, (4.15)

Ao analisar todos os resultados, é possivel verificar que a temperatura de 45 °C
nao € a mais indicada, ja que nesta condigdo se obteve menores concentragdes de
cafeina. Isto fica ainda mais destacado no experimento 3, ao combinar a temperatura
de 45 °C com a concentragdo mais elevada de extrato. Isto resulta numa concentragéo
de cafeina apés o processo de 64,27%, sendo esta, o menor valor verificado. Os
demais experimentos tiveram resultados semelhantes, demostrando que nos
intervalos estudados ndo ha diferencas, o que pode ser verificado também na
superficie de resposta do experimento apresentada na Figura 4.22. Ao utilizar-se

temperaturas mais baixas as concentracbes de cafeina sdo mais elevadas,
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principalmente a baixas concentragdes de extrato, isto € justificado que o aumento de
temperatura, nestes casos, apenas favorece a transferéncia de massa dos compostos
com baixa solubilidade em agua. Na Figura 4.23 é apresentada uma imagem do
extrato antes do processo de purificagdo (concentragao de cafeina de 47,8%) e apos
0 processo de purificagdo (concentracao de cafeina de 92,3%), onde é possivel

visualizar a diferenca na estrutura macroscépica e da coloracao do extrato

(%) eujeed ep 0B5BIIU8IUOD

Figura 4.22 - Superficie de resposta da concentragao de cafeina (m/m) no extrato purificado:

temperatura versus concentragao de extrato bruto.
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Figura 4.23 — Imagem do extrato de erva-mate antes (esquerda) e depois (direita) do processo de

purificagéo.

4.2.4. Conclusao

O processo de extracdo por fluido supercritico foi capaz de diminuir a
concentracdo de cafeina para niveis que sao considerados descafeinados pela
ANVISA (menor que 0,1% de concentracao de cafeina). A otimizagéo aplicada através
de planejamentos experimentais resultou numa condi¢gdo de extragao capaz de obter
erva-mate descafeinada em 4,25 h. A validagcao do método, utilizando uma amostra
de erva-mate diferente da que foi usada na otimizagdo do processo, resultou em
concentragao de cafeina de 0,163% + 0,058%. O modelo matematico proposto para
0 processo de extragdo apresentou aderéncia aos dados experimentais, tanto para a
massa de extrato total (R? = 0,9983), quanto para a massa de cafeina (R? = 0,9898).
Por sua vez os parametros calculados, coeficiente de transferéncia de massa e
ajustado e o coeficiente de particdo, estdo de acordo com o esperado e possuem

ordem de grandeza de acordo com a literatura.

Verificou-se que a utilizagdo de erva-mate apds o processo de extragao

supercritica diminui em 85,1% a ingestdo de cafeina no consumo de chimarrdo em



93

comparagao a erva-mate tradicional. Além disso, foi desenvolvido um modelo
matematico capaz representar o processo de extracao de cafeina da erva-mate que
ocorre no chimarrdo. Os extratos aquosos obtidos das folhas de erva-mate nao
tiveram seu potencial antioxidante alterados apds o processo de extracéo supercritica.
Também foi possivel obter extratos purificados sem uso de solventes téxicos, desde

a extracao até a purificagdo, com concentragdes de cafeina de até 92,34%.

Os resultados obtidos também podem servir para ajudar a discussdo no
desenvolvimento de produtos descafeinados, ou com reducao no teor de cafeina, de
erva-mate. Atualmente no Brasil, os balizadores no que se diz respeito ao teor de
cafeina em bebidas é o café, por se tratar de uma bebida bastante difundida. Porém,
os resultados obtidos neste trabalho podem servir de subsidio para desenvolvimento
de técnicas especificas para a erva-mate, levando em conta suas caracteristicas

bioldgicas e suas formas peculiares de consumo.
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5. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

As atividades programadas e trabalhos futuros a serem desenvolvidas estao

apresentadas abaixo:

1. Avaliar a utilizagao de outros tipos de erva-mate (cancheada e estacionado)
para extracdo de cafeina por fluido supercritico nas condi¢gdes propostas

neste trabalho.

2. Desenvolver uma metodologia capaz de avaliar a influéncia do processo
extrativo por fluido supercritico na coloracdo da erva-mate processada,
visto que apds a extracio supercritica € visivel uma mudanca na coloracao

da erva-mate.

3. Quantificar a alteragdo de outros compostos fitoquimicos presentes na

erva-mate devido ao processo extrativo.

4. Desenvolver a metodologia proposta de purificacdo do extrato sem a
utilizacdo de solventes tdxicos avaliando outras variaveis para aumentar a

concentracdo de cafeina.

5. Produgao de nanocapsulas de cafeina extraida da erva-mate, através do
revestimento das mesmas com quitosana, visando a liberacdo controlada

no extrato na forma de produtos termogénicos.
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