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RESUMO

SGARIONI, Bruna. Processamento dos Extratos da Erva-Mate: Extracéo, Purificacdo
e Encapsulamento. Porto Alegre. 2023. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-
Graduacgido em Engenharia e Tecnologia de Materiais, PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL.

llex paraguariensis € uma importante fonte de compostos bioativos como
polifenois e metilxantinas, os quais apresentam beneficios a satde como minimizar
efeito de doencas neurologicas e aumentar o foco e a performance atlética, para
metilxantinas; reducgéo do risco de doencgas cardiovasculares e tratamento da diabetes
tipo 1, para polifenois. Neste contexto, o estudo tem por objetivo desenvolver uma
metodologia para purificacdo dos compostos contidos no extrato da erva-mate obtido
por extracdo com fluido supercritico e dos compostos contidos no extrato aquoso da
erva-mate descafeinada. Seguiu-se com a encapsulacdo da cafeina extraida em
gelatina e, por fim, com a avaliacdo e modelagem da liberag&o da cafeina encapsulada
em meio que simulou o fluido gastrico. A caracterizacao da cafeina presente no extrato
antes e apos sua purificacéo foi realizada via cromatografia liquida de alta eficiéncia
e a caracterizagcdo dos extratos aquosos obtidos da erva-mate descafeinada foi
realizada pelos métodos 2,2-difenil-1-picrihicrazil, Folin-Ciocalteu e cromatografia
liguida de alta eficiéncia. As capsulas antes da liberacdo foram analisadas por
microscopia eletrbnica de varredura, espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier, espalhamento de luz dindmica e analise termogravimeétrica,
enquanto o fluido no qual ocorreu a liberagéo foi analisado por espectroscopia de
ultravioleta. Entre os resultados obtidos podemos destacar a concentragdo de cafeina
no extrato purificado que apresentou valor de, aproximadamente, 87% de pureza; as
capsulas de cafeina, obtidas em spray dryer e nano spray dryer, com morfologia
esférica e tamanho de particula na escala nanométrica; e o perfil de liberacédo das
capsulas cujo comportamento foi representadoo pelo modelo de liberacdo de primeira

ordem.

Palavras-chave: llex paraguariensis; cafeina; polifenois; nanocapsulas, gelatina.
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ABSTRACT

SGARIONI, Bruna. Processing of Yerba Mate Extracts: Extraction, Purification and
Encapsulation. Porto Alegre. 2023. Master Thesis. Graduation Program in Materials
Engineering and Technology, PONTIFICAL CATHOLIC UNIVERSITY OF RIO
GRANDE DO SUL.

llex paraguariensis is an important source of bioactive compounds such as
polyphenols and methylxanthines, which have health benefits such as minimizing the
effect of neurological diseases and increasing focus and athletic performance, for
methylxanthines; reducing the risk of cardiovascular disease and treating type 1
diabetes, for polyphenols. In this context, the study aims to develop a methodology for
purifying the compounds contained in the extract of yerba mate obtained by extraction
with supercritical fluid and the compounds contained in the aqueous extract of
decaffeinated yerba mate. This was followed by encapsulation of the extracted caffeine
in gelatin and, finally, with the evaluation and modeling of the release of encapsulated
caffeine in a medium that simulated gastric fluid. The characterization of the caffeine
present in the extract before and after its purification was performed via high
performance liquid chromatography and the antioxidant activity of the aqueous extracts
obtained from decaffeinated yerba mate were determined by the 2,2-diphenyl-1-
picryhicrazil, Folin-Ciocalteu methods and high performance liquid chromatography.
The capsules before release were analyzed by scanning electron microscopy, Fourier
transform infrared spectroscopy, dynamic light scattering and thermogravimetric
analysis, while the fluid in which the release occurred was analyzed by ultraviolet
spectroscopy. Among the results obtained, we can highlight the concentration of
caffeine in the purified extract, which presented a value of approximately 87% purity;
caffeine capsules, obtained in spray dryer and nano spray dryer, with spherical
morphology and particle size in the nanometric scale; and the release profile of the

capsules whose behavior was modeled by the first-order release model.

Key-words: llex paraguariensis; caffeine; polyphenols; nano capsules; gelatin.
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1. INTRODUGAO

llex paraguariensis, conhecida como erva-mate, é fonte de compostos
bioativos. Dentre as principais substancias encontradas tém-se as metilxantinas, os
polifenois e as saponinas (Mateos et al., 2018; Alasmari, 2020). Bebidas a base de
erva-mate tém sido associadas a efeitos benéficos a saude (Santos et al., 2015), dos
guais podem-se destacar a diminui¢cado do risco de doencas degenerativas causadas
pelo estresse oxidativo (Baeza et al., 2016) e as atividades antioxidantes (Saraiva et
al., 2019).

Segundo dados do IBGE (2020), a producéo de erva-mate no Brasil em 2020
foi de aproximadamente 426 t, destacando sua importancia cultural e econémica como
produto agroindustrial local. Embora seja consumida, tradicionalmente, como infusao
de suas folhas, existe um interesse crescente no desenvolvimento de produtos a base
de seus extratos, como a cafeina, além da demanda do mercado por produtos
descafeinados (de Marco, Riemma e lannone, 2018). O consumo diario de cafeina
por pessoa no Brasil equivale a 115 mg, dos quais 63,1% provem do cafe, 24,9 % do
café com leite, 3,6% de refrigerantes a base de cola e 1,9% da erva-mate (Sartori e
Silva, 2016). Além destas fontes, a cafeina sintética é adicionada a refrigerantes e
bebidas energéticas, a medicamentos como analgésicos, e para diabetes e a
cosméticos como cremes faciais e maquiagens (Petre, 2021).

Dentre os compostos presentes no extrato da erva-mate, as metilxantinas, em
especial a cafeina, sdo comumente associadas a efeitos negativos no organismo,
contudo novos estudos propdem efeitos relevantes a satude (Mateos et al., 2018). Em
dosagens baixas a moderadas (< 400 mg), reduz a fadiga, aumenta o foco e a
performance atlética (Vieira et al., 2017; Neves e Caldas, 2017). Além das
metilxantinas, também encontramos no extrato da erva-mate compostos polifendlicos
gue atuam no organismo exercendo acdo antioxidante (Lima et al., 2018; Mateos et
al., 2018). Os polifenois, obtidos a partir da infusédo da erva-mate descafeinada e
guantificados por meio da andlise de polifenois totais e atividade antioxidante, apos
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encapsulados, podem ser empregados como aditivos em alimentos, cosméticos e
medicamentos (Li et al., 2022); além disso, podem ser adicionados as paredes
internas de embalagens, promovendo a liberacdo destes compostos no meio e
reduzindo a deterioracéo de alimentos (Dai et al., 2022).

Uma forma de aplicacdo da cafeina extraida da erva-mate é através do
encapsulamento do principio ativo. A encapsulacdo é um processo que consiste em
um revestimento fisico no qual compostos chamados de nucleo ativo sdo cercados
por um agente encapsulante com a finalidade de aumentar a estabilidade das
substancias e controlar sua liberacdo no organismo (Santos et al., 2017; Rossa, 2019).
Com a encapsulacao, substancias suscetiveis a degradacao por exposicdo a luz ou a
variacdes na temperatura ficam protegidas (estaveis) e, ao controlar sua liberacédo é
possivel aumentar o tempo de atuacdo da substancia-chave no organismo (Santos et
al., 2017).

Fruto do apresentado, destaca-se que este estudo tem como meta a
encapsulacéo da cafeina extraida a partir da erva-mate. Para atender a essa meta, as
etapas de extracdo, purificacdo do extrato, selecdo de revestimentos, producéao de
capsulas e modelagem matematica dos fendmenos de liberagcdo constituem o foco

deste estudo.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho € desenvolver um procedimento para purificacdo da
cafeina e de compostos polifendlicos presente no extrato obtido pela extracdo por
fluido supercritico da erva-mate e encapsulacdo destes em spray dryer e por
precipitacdo em etanol, além de avaliar a liberacdo da cafeina encapsulada, em fluido

gastrico simulado.

2.1. Objetivos Especificos

e Obter os extratos da erva-mate processada a partir de extracbes com fluido no

estado supercritico.

e Concentrar em cafeina o extrato de erva-mate obtido por extracdo com fluido

supercritico.

e Determinar a concentracéo de cafeina no extrato purificado por cromatografia

liquida de alta eficiéncia

e Obter extratos da erva-mate descafeinada a partir de extracbes com agua

(infuséo).

e Determinar a atividade antioxidante por DPPH e a concentracdo de polifenois

total por Folin-Ciocalteu;
e Encapsular a cafeina purificada em spray dryer;

e Avaliar a morfologia e tamanho de particulas das capsulas através de analises

de microscopia eletrénica de varredura e espalhamento de luz dindmica,;

e Realizar experimentos e modelagem matematica da liberacdo da cafeina em

fluido géastrico simulado.



22

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

llex paraguariensis A. ST.-Hill. (erva-mate) € uma planta que cresce
naturalmente nos estados do Sul do Brasil, no leste do Paraguai e nas provincias
argentinas de Missiones e Corrientes (Resende et al., 2012; Junior e Morand, 2016;
Riachi et al., 2018; Mateos et al., 2018). Suas folhas sao tradicionalmente consumidas
como infusdo quente (chimarrdo/mate) na Argentina, Brasil e Uruguai, ou como
infusdo fria (tereré) no Paraguai e no Centro-Oeste brasileiro (Silva et al., 2008;
Bracesco et al., 2011; Resende et al., 2012). A erva-mate n&o € consumida in natura;
apos a colheita € necessario que suas folhas passem por um processamento
composto pelas seguintes etapas: branqueamento (sapeco), secagem, moagem,

envelhecimento e empacotamento (Riachi et al., 2018; Santos et al., 2020).
3.1. Processamento da Erva-Mate

A colheita das folhas verdes e pequenos talos pode ser realizada tanto de forma
manual quanto mecénica. O material colhido é transportado para a unidade onde é
processado (Franceschini, 2017; Espirito Santo, 2020). Na unidade de processamento
0 material segue para o branqueamento, onde a erva-mate verde é aquecida
rapidamente em um cilindro rotativo a fim de inativar enzimas oxidativas e perder até
25% de umidade; neste cilindro a erva-mate permanece em média por 8 min a 400 °C
(Junior e Morand, 2016).

A secagem ocorre pela exposi¢cao das folhas a uma corrente de ar quente em
cilindros rotativos ou esteiras (Butiuk et al., 2016; Junior e Morand, 2016). A erva-mate
de consumo nacional é seca a 90-110 °C por 3 h em esteira ou a 350 °C por 30 min
em cilindro rotativo (Junior e Morand, 2016). A umidade da planta apés esta etapa é
de 3 a 4% (Butiuk et al., 2016). Ap6s a secagem, as folhas s&o trituradas

mecanicamente para facilitar manuseio e transporte (Riachi et al., 2018).
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A planta triturada € disposta em camaras de envelhecimento, onde sera
conferido sabor e aroma ao produto (Butiuk et al., 2016; Junior e Morand, 2016). O
produto nacional ndo sofre envelhecimento e, portanto, permanece novo e mantém
sua coloracdo verde (Junior e Morand, 2016). O envelhecimento do produto, nos
demais paises sul-americanos, pode ser feito de forma for¢ada (62 dias na camara a
69 °C e 49% umidade) ou de forma natural (9-12 meses a temperatura e umidade
ambientes) (Butiuk et al., 2016; Junior e Morand, 2016).

A etapa final consiste no empacotamento do produto. Para isso, o material €
moido e peneirado, ajustando sua granulometria as especificacdes regulamentadas
(Santos et al., 2020). A erva cancheada (mercado brasileiro) compde-se de uma
mistura de folhas (maioria) e talos; a estacionada (mercado demais paises sul-

americanos) compode-se exclusivamente de folhas (Franceschini, 2017).
3.2. Compostos Bioativos

A obtencédo de compostos bioativos a partir de matéria-prima vegetal tem sido
objetivo de muitos estudos. Esses abordam a utilizacdo de solventes como agua, CO2
supercritico, solventes organicos (hexano, metanol, etanol) e discutem o emprego de
diferentes métodos de extracéo (extracao por fluido supercritico, infusédo, maceracéo,
extracdo com liquido), avaliando a influéncia da técnica na obtencdo dos compostos
desejados (Jacques et al., 2007; Silva et al., 2018; Souza et al., 2021; Kaltbach et al.,
2022; Panzl et al., 2022). Em relacdo a planta em estudo, a composicao do extrato da
erva-mate é influenciada, tanto por propriedades como pelo cultivo (solo, temperatura,
nutrientes), assim como pelo processamento (tempo e temperatura) da planta (Riachi
et al., 2018; Mateos et al., 2018) e pelo método extrativo. As principais substancias
bioativas obtidas sdo compostos polifendlicos, saponinas e metilxantinas (Bracesco et
al., 2011; Resende et al., 2012; Junior e Morand, 2016; Mateos et al., 2018; Riachi et
al., 2018). Esses compostos estdo associados a beneficios a saude. Segundo Mateos

et al. (2018), existem 58 polifenois no extrato da erva-mate e 3 metilxantinas.
3.2.1. Metilxantinas

As metilxantinas encontradas na erva-mate sao a teobromina, a cafeina, com

concentragbes média em erva-mate comercial em torno de 1 mg/g de massa seca e
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8 mg/g de massa seca, respectivamente, e a teofilina, apresentando apenas tracos
em erva-mate comercial (Mateos et al., 2018). A cafeina (Figura 3.1) é um farmaco
cuja ingestdo tem efeito estimulador ao sistema nervoso central (SNC) (Junior e
Morand, 2016; Neves e Caldas, 2017). Esta substancia € comumente encontrada em
alimentos, bebidas e algumas plantas (Ribeiro e Sebastido, 2010; Junior e Morand,
2016; Vieira et al., 2017; Neves e Caldas, 2017; Alasmari, 2020). No setor de bebidas,
a cafeina é comumente utilizada em bebidas do tipo cola (refrigerantes) e energéticos
(de Marco, Riemma e lannone, 2018; Espirito Santo, 2020). Como farmaco, a cafeina,
associada a outros principios ativos, pode ser utilizada no tratamento de dores de
cabeca e neuralgia e, também, como ingrediente no tratamento de celulite e gordura

localizada (de Marco, Riemma e lannone, 2018).
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Figura 3.1. Estrutura quimica da molécula de cafeina.

Segundo Mateos et al. (2018), as metilxantinas, em especial a cafeina, sao
normalmente associadas a efeitos negativos no organismo, contudo novos estudos
propdem efeitos relevantes & saude. Em dosagens ndo téxicas a cafeina age
bloqueando receptores de adenosina A no cérebro, gerando a diminuicdo da liberacéo
dessa substancia (Viera et al., 2017; Alasmari, 2020). No SNC, a adenosina exerce
acdo depressora pré e pos-sindptica, reduzindo a atividade motora, deprimindo a
respiracao, induzindo o sono e aliviando a ansiedade (InterPro, 2020). Por ser uma
substancia presente em todas as células é esperado que desequilibrios em seu
sistema levem a disfunc@es neurolégicas (Ribeiro e Sebastido, 2010). Por outro lado,
estudos sugerem que a inibicdo destes receptores bloqueia a acdo da adenosina, isto
indica que a cafeina pode minimizar sintomas de doencas neurolégicas tais como

Alzheimer e Parkinson (Ribeiro e Sebastido, 2010; Alasmari, 2020).
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3.2.2. Polifenois

A erva-mate é uma importante fonte de polifenois (Gebara et al., 2017). Os
principais polifenois encontrados séo os acidos cafeoilquinicos (Figura 3.2) (Bracesco
etal., 2011; Mateos et al., 2018). Segundo Mateos et al. (2018) a concentracdo média
destes compostos na erva-mate comercial € em torno de 80 mg/g de massa seca,
evidenciando a relevancia deste produto natural como fonte de polifenois. A
importancia destas substancias esta ligada aos beneficios observados em diferentes
estudos que relacionam o consumo dessa substancia a reducao do risco de doencas
cardiovasculares (Junior e Morand, 2016; Gebara et al., 2017), ao tratamento de
diabetes 1 (Lima et al., 2018) e a prevencdo da senescéncia das células da retina
(Tate et al., 2020). Estes beneficios estdo associados a acao antioxidante observada

nesses compostos (Lima et al., 2018; Mateos et al., 2018).
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Figura 3.1. Estrutura quimica dos acidos cafeoilquinicos: acido clorogénico (esquerda) e acido cafeico
(direita).

3.3. Técnicas de Extracao

Os extratos de erva-mate mais estudados sao aqueles obtidos através de
infusdo aquosa, pois estes se assemelham a forma de consumo das folhas
processadas (Silva et al., 2008; Silveira et al., 2017; Gullon et al., 2018; Brito et al.,
2019). Entretanto, trabalhos realizados com outras técnicas sugerem vantagens para
obtencdo de extratos da erva-mate: maceracdo (Jacques et al., 2006); ultrassom
(Jacques et al., 2007); alta pressdo hidrostatica (Kotovicz et al., 2014); fluido
supercritico (Cassel et al., 2010; Vieitez et al., 2018); campo elétrico moderado (Silva
et al., 2018).
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A fim de se obter a cafeina a partir das folhas de erva-mate € possivel se basear
em técnicas de descafeinizacdo do café. Segundo Franca (2016), os métodos
convencionais para o café sado a descafeinizacao por solvente organico, por agua e
por fluido supercritico, sendo a ultima ja aplicada na extracdo da llex paraguariensis
(Zapata et al., 2020; Santo et al., 2021). Segundo De Marco, Riemma e lannone
(2018), a extracdo por fluido supercritico € o processo que apresenta a maior

seletividade para remocao da cafeina em graos de café.
3.3.1. Extracédo por Fluido Supercritico

A extracao por fluido supercritico (EFS) consiste na solubilizacdo de compostos
de uma matriz solida ou liquida por um fluido no estado supercritico. Ao compara-la
aos processos classicos € possivel observar que a EFS se destaca pela facilidade de
separacao soluto-solvente, por realizar 0 processo extrativo a temperaturas mais
baixas e ndo utilizar solventes toxicos, quando utilizado CO:2 (Taylor, 1996). O fluido
supercritico € qualquer fluido cuja condicdo de pressdo e temperatura seja maior do
gue seu ponto critico (Vieitez et al., 2018; Taylor, 1996). Nestas condi¢cdes o fluido
possui alta difusividade, o que favorece a extragao (Vieitez et al., 2018).

O solvente mais utilizado € o dioxido de carbono (COz2), por ser um composto
nao inflamavel, inerte, atéxico, de baixo custo, facilmente reciclavel e alto poder de
solvatacdo. Contudo este é um solvente apolar, o que dificulta a extracdo de
compostos com polaridade elevada. Para minimizar este problema, utilizam-se
cossolventes que, ao mistura-los com CO2, alteram a polaridade do sistema,
possibilitando a extracdo de outros compostos (Taylor, 1996). Como exemplo de
cossolvente tem-se a agua, o etanol e o metanol (Franceschini, 2017).

Zapata et al. (2020) e Franca (2016) relatam a utilizacdo de 4gua para auxiliar
Nno processo extrativo, justificado pela alta polaridade da cafeina. A primeira relata a
utilizacdo de 4gua como cossolvente, a segunda utiliza a 4gua para umedecer 0s
grdos de café antes da extracdo, aumentando sua umidade a 50%. Cabe ressaltar
gue o primeiro trabalho retrata a descafeinizacdo da erva-mate, enquanto o segundo
estuda os graos de café. Este fato indica similaridades nas técnicas, evidenciando que
€ possivel basear a descafeinizacéo da erva-mate a partir da descafeinizacdo do café.
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3.4. Técnicas de Analise
3.4.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

O método de analise utilizado para quantificacdo da cafeina presente no extrato
da erva-mate é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Esse método
consiste no transporte dos componentes da mistura por uma fase estacionaria pelo
fluxo da fase movel, sendo separados pela diferenca na velocidade de migracao dos
componentes da fase mével (Espirito Santo, 2020). Essa analise é realizada com
solventes polares (dgua deionizada, acetonitrila, metanol) devido a sua afinidade com

0s compostos a serem identificados (Filip et al., 1998; Mateos et al., 2018).
3.4.2. Atividade Antioxidante

O ensaio de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) é aplicado com frequéncia na
avaliacdo da atividade antioxidante de compostos quimicos na indastria alimenticia
devido a sua alta estabilidade, viabilidade experimental e baixo custo (Yeo e Shahidi,
2019). Este método consiste na juncdo de uma certa quantidade de compostos
antioxidantes a uma solucéo de DPPH e avaliacdo da porcentagem de DPPH extinto
resultante das reagbes DPPH-antioxidantes por espectrofotometria. As reacdes
DPPH-antioxidantes podem ser descritas pela reducdo do elétron de valéncia
desemparelhado presente no atomo de nitrogénio no DPPH apds recepcdo de um
atomo de hidrogénio de antioxidante formando a hidrazina DPPH-H; essa reacao
causa mudanca na coloracao da solucéo, passando de violeta a amarelo (Chen, Liang
e Han, 2020; Santo et al., 2021). Desta forma, pode-se avaliar a capacidade redutora
dos antioxidantes através do monitoramento da reducéo de sua absorbancia em 515-
520 nm (Foti, 2015, Santo et al. 2021).

3.4.3. Determinacéao de Polifenois Totais

A determinacéo quantitativa de polifenois € dificultada pela sua complexidade
e diversidade, dado que sua quantificacdo individual é dificultada pela abundancia de
compostos e, por isso, nao revela adequadamente sua concentracao (Blainski et al.,
2013), com o intuito de facilitar sua quantificacéo utiliza-se o método Folin-Ciocalteu

(F-C) (Folin e Denis, 1915). Esta é uma técnica analitica conveniente e com boa
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reprodutibilidade para a determinacdo dos polifenois totais em plantas (Chen et al.,
2015). Uma vantagem deste método € que este possui uma resposta equivalente a
diferentes substancias fendlicas, tornando-o adequado para medir, com precisao, 0S
niveis de massa de fendlicos totais (Rover e Brown, 2013). Este método constitui na
reacao dos polifenois com o reagente redox (reagente de Folin-Ciocalteu), formando
um complexo azul. Este complexo pode entédo ser quantificado por espectrofotometria,
no entanto, como o reagente se decompde rapidamente, torna-se necessario usa-lo
em excesso, 0 que gera um precipitado com alta turbidez, tornando a analise
espectrofotométrica inviavel. Para resolver este problema, Folin e Ciocalteu incluiram

sais de litio em seu reagente, prevenindo a turbidez (Blainski et al., 2013).
3.5. Encapsulamento de Compostos Bioativos

Compostos bioativos apresentam um papel fundamental na prevencéo de
doencas como diabetes, hipertensdo e doencas cardiovasculares, contudo estes
compostos sao sensiveis a fatores fisico-quimicos, por iSso é necessario que sejam
disponibilizados em sistemas de encapsulados (Lv et al., 2021). Segundo Rossa
(2019), as micro/nanocépsulas consistem no revestimento fisico de particulas solidas,
liquidas ou gases por um agente encapsulante. Esse encapsulamento tem como
objetivo proteger os compostos de agentes externos, tais como incidéncia de luz,
alteracdes de temperatura, aumentando sua estabilidade e controlando a liberacéao
(Santos et al., 2017; Rossa, 2019). Estudos relatam diferentes metodologias para o
encapsulamento do extrato da erva-mate; estas se baseiam em um revestimento com
polimeros: quitosana (Harris et al., 2011); policaprolactona e poli (acido-latico-co-
glicdlico) (Santos et al.; 2017); goma-arabica e frutoglicosatossacarideo (Pilatti-Riccio
etal., 2019); maltodextrina (Nunes et al., 2015; Negr&do-Murakami et al., 2017). Dentre
as principais técnicas utilizadas estao spray drying (Harris et al., 2011; Nunes et al.,
2015; Negrao-Murakami et al., 2017), evaporacdo de solvente de emulsdo dupla
(Santos et.al; 2017) e liofilizacdo (Pilatti-Riccio et al, 2019).

3.5.1. Spray Dryer

Spray Drying € um método que transforma suspensées em um pé composto

por micro/nanoparticulas (Negrao-Murakami et al., 2017). As vantagens na utilizagéo
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desta técnica sdo: baixo custo, capacidade de ser um processo continuo e a
possibilidade de obter-se particulas esféricas quimicamente homogéneas de
diferentes materiais (Nandiyato e Okuyama, 2011). De acordo com Rossa (2019), o
funcionamento da técnica se fundamenta em trés componentes — o0 atomizador cuja
funcdo é converter a solucdo em gotas, a fonte de calor que vaporiza o solvente,
difunde o soluto e precipita o produto e o coletor de particulas. Estudos mencionam
gue ao utilizar a técnica de spray drying, é possivel observar aumento na estabilidade
dos compostos obtidos a partir de matéria-prima vegetal, quando encapsulados, em
comparacao com seu estado livre, além de sugerirem o controle da liberacdo dos

compostos (Harris et al., 2011; Nunes et al., 2015; Negrao-Murakami et al., 2017).
3.6. Liberacdo de Compostos Bioativos Encapsulados

A liberacdo de farmaco é uma propriedade importante de um sistema
terapéutico, sendo um pré-requisito para a absorcédo do agente terapéutico e contribui
para a extensdo da disponibilidade ativa para o corpo (Bruschi, 2015). No trato
gastrointestinal superior compostos administrados oralmente sdo propensos a
degradacdo devido as duras condi¢des acidas contidas no estdmago e das enzimas
gastricas (Marzorati et al.,, 2021; Vinarov et al., 2021). Nanoparticulas poliméricas
contendo compostos bioativos em seu nucleo estdo sendo desenvolvidas como
sistema de liberagdo de farmacos. Estas oferecem vantagens como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, facil fabricacéo, ndo toxicidade e capacidade
de direciona-las a érgaos ou tecidos especificos (Wang et al., 2022). Dentre as op¢oes
para administracdo destas capsulas tem-se priorizado a via oral devido a sua

conveniéncia e potencial liberacdo controlada.
3.6.1. Modelos de Liberacao

Os sistemas de liberacdo de farmacos s&o projetados para manter a
concentracdo de um determinado composto terapéutico em um nivel desejado por um
longo periodo. Portanto, € importante controlar a taxa e a duracdo da liberacdo do
farmaco (Jarosz et al., 2016). E possivel adquirir equacbes matematicas que
descrevem a dependéncia da liberacdo em fungdo do tempo, estas tarnam-se uteis

na predigdo da cinética de liberagdo. A partir disso, muitos modelos tém sdo usados
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na projecao de sistemas e dispositivos de administracdo de farmacos (simples e
complexos) e para predigcdo do comportamento geral de liberagéo (Bruschi, 2015). Na
literatura, existem muitos modelos tedricos ou empiricos como Korsmeyer-Peppas,
cinética de ordem zero, cinética de primeira ordem e modelo de Higuchi. Estes sao
ferramentas importantes para projetar formulgaoes farmacéuticas, avaliar processos
de liberacdo, in vivo e in vitro. A partir destes modelos tem-se a medicdo de
parametros fisicos importantes (coeficiente de difusdo, por exemplo) e recorrem ao
ajuste do modelo por dados experimentais de liberacdo (Bruschi, 2015). A maioria
considera que os componentes encapsulados apresentam uma liberacgao inicial rapida
seguida de uma liberacgéo lenta (Zou et al., 2015; Jarosz et al., 2016). O Quadro 3.1

apresenta as equacdes referentes a estes modelos e uma breve descri¢ao.

Quadro 3.1. Modelos de Libera¢éo (Fonte: Jaroz et al., 2016).

Modelo Equacéao Descricao
M Taxa de liberacdo constante e
Ordem Zero M—t = kt

independente do tempo.

Liberacéo de drogas solUveis em agua

M
Primeira Ordem ln(l —M—t) =kt
© a partir de matrizes porosas.
Liberacdo de farmacos a partir de
. : M, 1/2 , ~
Higuchi T ktt/ matrizes que ndo degradam ou

expandem.

M Difuséo, expansao e dissolucédo da
Korsmeyer-Peppas In—-=nlnt +Ink
o matriz.
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4. MATERIAIS E METODOS

As folhas de erva-mate usadas para realizar os experimentos foram
providenciadas pela empresa Baldo S.A. Essa matéria-prima fornecida foi processada
(item 3.1) e embalada pela empresa. Estas apresentam diametro de particula médio

de 100 mm e umidade relativa de 3,59 %.

4.1. Descafeinizacdo da Erva-mate por Extracdo com Fluido Supercritico

As extracdes foram realizadas na unidade piloto de extracdo supercritica
(Figura 4.1), as condic¢Oes da extracdo foram determinadas com base na planejamento
experimental realizado por Santo et al. (2021). O processo inicia com a alimentacao
de CO:2 proveniente do reservatorio (RE-1), que, entdo, passa pelo trocador de calor
(TC-1), a fim de resfriar o fluido, garantindo que o solvente esteja liquido antes de
passar pela bomba (B-1) de alta pressdo (Maximator® — G35), onde é pressurizado
na condicdo da extracdo. O cossolvente (etanol), acondicionado no reservatorio (RE-
2), é pressurizado a condicao da extracdo (300 bar), por uma bomba (B-2) de pistdo
(ISCO 260D). Em seguida os fluidos, CO:2 e etanol se misturam e adentram o trocador
de calor (TC-2) de modo a atingir a temperatura do processo (60 °C). A mistura
ingressa no vaso extrator (VE-1) de 500 mL, onde se encontra com a matriz vegetal
(erva-mate) e solubiliza o extrato. A mistura solvente-soluto é direcionada para uma
valvula de controle/expansao (VC-1) (Hoke-Micromite® 1600) com o intuito de reduzir
a pressao da mistura. Ao reduzir-se a pressao, os solventes CO:2 e etanol passam
para os estados gasoso e liquido, respectivamente, precipitando o extrato nos vasos
de separacdo (VS-1 e VS-2). A vélvula (VC-1) é acoplada a um sistema de
aquecimento a fim de evitar o congelamento dela, uma vez que durante a expansao
do solvente ocorre reducéo na temperatura devido ao efeito Joule-Thompson do COa.
Ao final do processo, o CO2 gasoso passa por um medidor de fluxo (MF-1) (Siemens®

Sitrans FC mass flow 6000) que mensura a vazao do solvente; a vazao de etanol é
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medida pela bomba de pistédo (B-2) no inicio do processo.

Figura 4.1. Fluxograma da unidade piloto de extracdo supercritica.

4.1.1. Fracionamento do Extrato

Para avaliar a composicdo do extrato obtido por extracdo supercritica foi
realizado um fracionamento da amostra solida. O fracionamento foi efetuado através
de uma cromatografia em coluna, partindo de uma amostra de 0,5 g solubilizada em
diclorometano. Para a separagdo foram utilizados solventes com polaridades
crescentes: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol. Apds a separacao em
coluna foi realizado uma cromatografia em camada delgada (CCD) para qualificar a

composicao de cada fracéo obtida.

4.1.2. Separacao e Concentragao da Cafeina

Franca (2016) menciona a busca do mercado por cafeina, sendo essa obtida
da recuperacao da cafeina extraida na descafeinizagc&o do café ou sintetizada. A erva-
mate pode ser uma fonte alternativa de cafeina, tal como o café. Para isso o extrato
obtido na EFS precisa ser fracionado e purificado. O primeiro passo para a purificacao

da cafeina consiste em uma separacgéao preliminar que inclui a remoc¢ao das ceras nao
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solubilizadas através do processo de filtracdo, seguido da remocao do cossolvente
(etanol) em evaporador rotativo sob vacuo. A separacao preliminar resulta em um
aglomerado de ceras, clorofilas e metilxantinas. A etapa final da purificacdo tem como
objetivo separar a cafeina dos demais compostos contidos nesse aglomerado. Para
isso solubiliza-se em 100 mL de agua deionizada uma fragdo do aglomerado (5,5 g,
3,5 g ou 1,5 g, determinado a partir das concentracbes para cada ponto do
planejamento descrito na Tabela 4.1). A cafeina, por apresentar solubilidade em agua
superior aos demais compostos, migra da fracdo solida para a fracao liquida desta
mistura. A mistura é, por fim, filtrada separando sélidos ndo sollaveis, e a solucao
aquosa é seca em evaporador rotativo. ApOs esse processo, obtém-se um extrato
so6lido, para o qual é possivel determinar a concentragao da cafeina por CLAE. A fim
de otimizar o processo de purificacéo foi realizado em planejamento experimental Box-
Behnken, variando a concentracéo, a temperatura e o tempo. Na Tabela 4.1 séo

apresentadas as condicfes experimentais planejadas.

Tabela 4.1. Planejamento experimental Box-Benhken para as varidveis independentes para

separagdo e concentracdo da cafeina extraida por fluido supercritico.

Variaveis dependentes decodificadas Variaveis dependentes

codificadas
Temperatura  Tempo Concentracao
Exp. ?"C) (mirf’) (mg/ml_g? X1 X2 X3
1 25,0 20 55 -1 0 1
2 42,5 30 15 0 1 -1
3 25,0 10 35 -1 -1 0
4 42,5 20 35 0 0 0
5 42,5 10 15 0 -1 -1
6 60,0 20 55 1 0 1
7 42,5 10 55 0 -1 1
8 60,0 30 35 1 1 0
9 60,0 10 35 1 -1 0
10 42,5 20 35 0 0 0
11 42,5 20 35 0 0 0
12 25,0 20 15 -1 0 -1
13 42,5 30 55 0 1 1
14 25,0 30 35 -1 1 0
15. 60,0 20 15 1 0 -1

Os limites adotados para os fatores avaliados foram determinados a partir de

dados da literatura e da analise da metodologia aplicada para a descafeinizacdo da
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erva-mate. Para a temperatura determinou-se como limite superior a temperatura na
qgual a erva-mate foi submetida durante o processo de descafeinizacdo e como limite
inferior a temperatura ambiente. Para a concentracdo utilizou-se os limites adotados
por Espirito Santo (2020) cujo planejamento fatorial 2° para esta extra¢éo apresentou
resultados promissores (percentual maximo de cafeina obtido foi de 92,34%). Para o
tempo da extracao foi realizada uma varredura e, durante a varredura aliquotas foram
coletadas em diferentes tempos a fim de determinar o momento no qual a variacéo da
concentragdo do extrato é aproximadamente zero. A curva obtida (tempo X

concentracdo de cafeina) esta apresentada no Anexo A.

4.1.3. Determinacao da Capacidade Antioxidante

Determinou-se a capacidade antioxidante dos extratos a partir da aplicacéo do
método DPPH (2,2-difenil-1picril-hidrazil)  (Sigma-Aldrich).  Utilizou-se um
espectrofotometro (Bel photonics UV-M51) para determinacdo da absorbancia no
comprimento de onda de 515 nm com tempo de reacao de 2 h e 2,9 mL da solucéo
DPPH para 0,1 mL de extrato, seguindo metodologia descrita por Espirito Santo
(2020). A solucado DPPH possui concentracao inicial de 60 uM e para cada amostra
foram preparadas trés concentragfes de extrato para reagir com a solugdo. Dessa
forma possibilitou-se a determinagéo do ECso (quantidade de extrato necessaria para

reduzir 50% da concentracéo inicial de DPPH).

4.1.4. Andlise da Cafeina por CLAE

A analise foi conduzida em cromatdgrafo da Agilent Technologies Série 1200
com coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 um, 150 x 4,6 mm). A metodologia
adotada foi adaptada de Filip et al. (1998). A fase mével consiste em dois solventes
com vazao de 1 mL/min: o solvente A é composto por agua e acido acético (98:2), e
o solvente B, metanol e acido acético (98:2). O fluxo inicia em 17% de B e aumentara,
constantemente, para 20% em 10 min, sendo mantido constante por 2 min. O fluxo de
B aumenta a 100% nos préximos 5 min, e é mantido constante por mais 5 min. O
comprimento de onda do detector é ajustado em 270 nm. A fim de quantificar as
amostras foi realizada uma curva de calibracdo, utilizando o padrdo de cafeina
fornecido pela Sigma-Aldrich. Para obté-la prepararam amostras com massa

conhecida de padrédo de cafeina e concentracao variando entre 0,04 — 1,00 mg/mL.
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Essas foram injetadas no cromatografo, seguindo o mesmo método apresentado
acima. A partir das areas obtidas em cada concentracéo estabeleceu-se uma relacao
linear entre a area dos picos e a concentracdo da cafeina. Esta relacdo pode ser
utilizada para areas variando de 1000 — 27000 u.a. A relacdo obtida pode ser

observada na Equacgéo 4.1,

y =4x10"5x + 0,0252 (4.1)

onde x é a area do pico do composto analisado, obtida pelo cromatograma e y
€ a concentracdo de cafeina equivalente. O grafico representativo desta relacédo esta

apresentado no Anexo B.

4.2. Extracao de Polifenois a Partir da Erva-Mate Descafeinada

A extracdo foi realizada a partir da infusdo aquosa de 10 g de erva-mate
descafeinada em 100 mL de agua milli-q. Para otimizar o processo extrativo foi
realizado um planejamento fatorial ortogonal, tendo como variaveis a temperatura e o
tempo de extracdo. A Tabela 4.2 apresenta os experimentos definidos a partir do
planejamento fatorial.

Tabela 4.2. Planejamento experimental Fatorial Ortogonal para as variaveis independentes para

extracao de polifendis das folhas de erva-mate descafeinada.

Variaveis dependentes Variaveis dependentes
decodificadas codificadas
Exp. Temperatura (°C) Tempo (min) X1 X2
1 74,4 81 -1 1
2 95,6 81 1 1
3 95,6 39 1 -1
4 85,0 60 0 0
5 85,0 60 0 0
6 74,4 39 -1 -1
7 85,0 60 0 0
8 100,0 60 V2 0
9 85,0 30 0 -2
10 85,0 90 0 V2
11 70,0 60 —/2 0

Os limites adotados para os fatores avaliados foram determinados a partir de

dados da literatura. Para a temperatura determinou-se como limite superior a
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temperatura de ebulicdo do solvente utilizado (dgua) e para o limite inferior a
temperatura ideal para o consumo do chimarrdo. Para o tempo da extracao foi
realizada uma varredura e, durante a varredura aliquotas foram coletadas em
diferentes tempos a fim de determinar o momento no qual a variacdo da concentracao
do extrato é aproximadamente zero. A curva para varredura (Anexo C, tempo X
concentracdo) foi construida usando as concentracdes de acido clorogénico e acido

cafeico contidos no extrato.

4.2.1. Qualificacao e Quantificagéo de Polifenois por CLAE

A analise foi conduzida um cromatégrafo da Agilent Technologies Série 1200
com uma coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18 (5 um, 150 x 4,6 mm). A
metodologia adotada baseia-se em Anesini et al. (2012). A fase mdvel consiste em
dois solventes com vazédo de 1 mL/min: o solvente A € composto por agua e acido
acético (98:2), e o solvente B, metanol e acido acético (98:2). O fluxo inicia em 15%
de B e aumenta, constantemente, para 40% em 30 min, em seguida o fluxo de B
aumenta para 75% nos proximos 10 min, e, por fim, passa para 85% em 5 min. O
comprimento de onda do detector foi ajustado em 325 nm. Essa metodologia foi
utilizada tanto para a determinacdo do perfil cromatogréfico, quanto para a
guantificacdo do acido clorogénico (Sigma-Aldrich) e do &cido cafeico (Sigma-
Aldrich), a partir da construgéo de curvas de calibracdo com os padrdes. As curvas de
calibracéo do acido clorogénico e do acido cafeico estdo descritas nas equacoes 4.2

e 4.3, respectivamente; o gréafico referente a estas curvas encontra-se no Anexo D.

y =7 x105x — 0,3859 (4.2)

y=3x10"%x —0,0216 (4.3)

onde x é a area do pico do composto analisado, obtida pelo cromatograma e y
€ a concentracao deste composto equivalente.

4.2.2. Quantificacado dos Polifenois pelo Método Folin-Ciocalteu

A determinacgéo dos polifenois totais contidos no extrato obtido a partir da erva-
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mate descafeinada foi realizada pelo método Folin-Ciocalteu (F-C) adaptado de
Singleton e Rossi (1965). Para isso, pesou-se aproximadamente 17 mg da amostra
de extrato, que, por sua vez, foi solubilizada em 10 mL de etanol 99,5 %. Em seguida
a mistura foi acondicionada em baldo volumétrico a 100 mL com &gua deionizada.
Para o ensaio coletou-se uma aliquota de 400 pL da solucéo, transferindo-a para um
tubo de ensaio. Neste tubo, adicionou-se 600 pL de etanol 10 %, 1 mL do reagente de
F-C (Sigma-Aldrich), agitando em vértex, 1 mL de solucdo carbonato de sédio 17 %,
e 7 mL de agua deionizada, agitando, novamente, em vortex. Por fim, os tubos foram
armazenados em ambiente escuro por 90 min.

Apéds o tempo de reacdo, as amostras foram levadas ao espectrofotémetro,
onde leu-se a absorbéancia, em triplicata, no comprimento de onda de 725 nm. Para
guantificacdo das amostras realizou-se uma curva de calibracdo com padréo de

polifenol &cido gélico (Sigma-Aldrich).
4.2.3. Atividade Antioxidante

Para avaliar a capacidade antioxidante do processo de extracao de polifenois
foram coletadas aliquotas dos experimentos realizados no planejamento descrito no
item 4.2. Tal método foi realizado com 10 g de erva-mate descafeinada e 100 mL de
agua milli-g (100 mg de erva-mate/mL). As amostras coletadas foram filtradas e
diluidas a 0,25 mg de erva-mate/mL. A capacidade antioxidante foi determinada pela
metodologia DPPH (item 4.1.3.) e foi calculada usando a Equacdo 4.4 como um

percentual da concentracao inicial (60 uM).

Abs
DPPH (%) = —21¢ » 100 (4.4)
Abscontrole
Os experimentos foram realizados em triplicata e um teste F foi realizado para
detectar diferencas significativas entre os valores das diferentes amostras. Além
disso, calculou-se as médias e desvios padrdes, sendo considerado significativamente

diferentes quando os valores de p foram inferiores a 0,05.
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4.3. Encapsulamento da Cafeina
4.3.1. Nano Spray Dryer

O processo de encapsulamento foi realizado por meio de uma adaptacao das
metodologias de Negrdo-Murakami et al. (2017) e Tan, Zhong e Langrish (2020).
Essas metodologias utilizam como agente encapsulante maltodextrina e clara de ovo,
respectivamente. A maltodextrina € um biopolimero que apresentou bons resultados
na estabilizacdo dos componentes encapsulados, justificando a utlizagdo de
biopolimeros, tais como a gelatina (utilizada neste trabalho), para encapsulamento de
compostos ativos.

O agente encapsulante, gelatina bovina (Gelnex®), foi combinado com a
cafeina extraida (10% Mcafeina/Miota)) €M MeIO0 aquoso; a proporcao de cafeina foi
definida com base na literatura ndo excedendo o limite do equipamento. A
homogeneizacgéao foi realizada em agitador magnético com aquecimento a 35 °C por 1
h. Alimentou-se a solucdo resultante no nano spray dryer (Buchi B-90 HP - Biichi,
Suica), Figura 4.2. As condi¢cdes do equipamento foram ajustadas com base no
solvente utilizado (Agua). Definiu-se a temperatura de entrada do ar de secagem como
107 °C; a temperatura de saida do ar € consequéncia do processo. A vazao de
alimentacao da solucéo foi determinada com base em analise visual do spray liberado,
sendo selecionada em 33% da capacidade da bomba. Definiu-se a vazédo do ar
utilizada com base nas especificacbes de operacdo do equipamento, 97 L/min. A
frequéncia de vibragdo do nebulizador foi escolhida com o intuito de gerar particulas
nanometricas, sendo assim a frequéncia empregada foi de 110 kHz. As particulas

produzidas e coletadas no equipamento foram armazenadas para analise posterior.
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Figura 4.2. Nano spray dryer B-90 HP.

O rendimento do encapsulamento das particulas (%) foi determinado pela
razdo da massa de po obtida (ms) em relacdo a massa de solidos da solugéo

(mo), a Equacgéo 4.5 demostra a relacéo.

m
R (%) = m—f x 100 (4.5)
0

4.3.2. Spray Dryer

O processo descrito no item 4.3.1 foi escalonado a um spray dryer (LabMaq
MSD 0.5 - Figura 4.3). Para isso utilizou-se a mesma solucdo descrita em 4.3.1,
contudo, para este equipamento, utilizou-se uma diluicAo menor, visto que o
equipamento é capaz de processar solu¢cdes mais viscosas. O equipamento de spray
dryer foi operado com o0s seguintes parametros: fluxo de ar na camara de secagem
em co-corrente, bico do atomizador de duplo fluido de 0,7 mm, vazao de alimentacao
de 0,2 L/h, fluxo do ar de secagem 0,97 m3min, temperatura de entrada do ar de 105
°C, temperatura de saida do ar de 90 °C e vazao de ar de atomizacdo de 40 L/h
(pressdo manométrica de 5 bar). O rendimento do equipamento foi calculado pela

equacao 4.5.
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Figura 4.3. Spray dryer LabMat MSD 0.5.
4.3.3. Nano Precipitacdo em Etanol

O processo de nano precipitacdo foi realizado a partir da adaptacdo da
metodologia descrita por Silva (2020). Para este método utilizou-se 0 mesmo agente
encapsulante, descrito no item 4.3.1. Neste procedimento, prepararam duas solucgdes:
a solucéo A, fase inorganica, € composta de agua deionizada e Tween 80 (Synth) 0,16
% (g tween/g agua) e a solucéo B, fase organica é composta por Etanol p.a. (Supelco)
e Span® 60 (Merk) 0,16% (g span/mL acetona). As capsulas foram preparadas a partir
da solubilizacdo de 1 g de gelatina bovina e 10% (Qcafeina/Jgelatina) de cafeina em 30 mL
da solucdo A, a mistura permaneceu sob agitacggo por 1 h a
45 °C, até homogeneizacdo da mistura. Por fim, 5 mL da mistura foram

gotejados em 10 mL da solucdo B em vortex para a formacao das cipsulas.
4.4. Caracterizacdo das Capsulas

As cépsulas geradas foram caracterizadas por microscopia eletrbnica de
varredura por emissdo de campo (MEV-FEG), espalhamento de luz dinamica (DLS),
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) e anédlise
termogravimétrica (TGA). As analises de microscopia eletronica de varredura foram
realizadas no equipamento (FEI® Inspect F50). Para geracdo das imagens as
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particulas foram aplicadas sobre uma fita de carbono e metalizadas por 80 s, utilizando
0 equipamento de gold sputtering. O microscopio esté instalado no Laboratério Central
de Microscopia e Microandlises da PUCRS. A determinacdo do diametro
hidrodindmico foi realizada no equipamento ZetaSizer® Nanoseries ZEN3600
(Malven, Inglaterra), onde as amostras foram diluidas em etanol a concentracdo de
0,1 mg/mL. As analises de espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier foram realizadas no equipamento (PerkinElmer, FT-IR Spectrometer
Spesctrum 3), usando o acessorio de refletancia total atenuada (ATR). As amostras
foram adicionadas diretamente ao acessorio e analisadas no alcance de 4000 — 650
cm, o espectro foi medido em transmitancia (%). As andlises termogravimétricas
foram realizadas utilizando o equipamento TA instruments modelo STD-650. Amostras
de 5 - 10 mg foram aquecidas de 30 °C a 400 °C com uma rampa de 10 °C/min sob
atmosfera de nitrogénio. A partir da plotagem dos graficos de perda de massa versus

temperatura obteve-se as diferentes fases de degradacéao.

4.5. Ensaio de Liberacdo dos Compostos Bioativos

Os ensaios de liberagao controlada dos compostos bioativos foram realizados
a partir da adaptacdo da metodologia descrita por Tan, Zhong e Langrish (2020).
Foram imersas 0,2 g das capsulas produzidas em 20 mL de fluido gastrico simulado
(FGS) por um periodo a ser determinado a partir de uma varredura - coleta e analise
de amostras até que a variagcdo na concentracdo da aliquota seja aproximadamente
zero. Os compostos liberados foram quantificados por espectroscopia de UV-Vis na
banda de absorbancia de 275 nm. O FGS foi preparado seguindo a metodologia
descrita por Hibbins et al. (2017). 0,2 g de NaCl foram dissolvidas em 100 mL de agua
deionizada juntamente com 0,32 g de pepsina de mucosa gastrica suina (Merk) e 0,7
mL de HCI p.a. 37% (Quimica Moderna); o pH da soluc¢édo foi mantido em 1,2.

Os ensaios de liberacdo foram realizados em Banho Dubnoff SL-157, com
controle de agitacdo e temperatura. As cdpsulas imersas na solucédo de FGS foram
mantidas a 50 rpm e 37 °C. Para quantificacdo em espectrofotdmetro foi realizada
uma curva de calibracdo a partir da leitura da absorbéancia do padréo de cafeina nas
concentragdes de 0,001 — 0,01 g/mL. A curva se encontra descrita na equacao 4.6 e

pode ser observada no Anexo C.
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y = 7,4958x — 0,9916 (4.6)

onde x € a absorbancia analisada, e y é a concentracao de cafeina equivalente.
4.5.1. Modelagem Matematica do Sistema de Liberacéo

Partindo dos ensaios descritos no item 4.5, e dos modelos apresentados o item
3.6.1 gerou-se os modelos que descrevem o sistema. Para obtencdo das constantes
utilizou-se o métodos dos minimos quadrados onde o objetivo (fon) € minimizar a soma
da diferenca entre a massa de cafeina obtida (Mexp) NOS ensaios e a massa calculada
(Mcarc) pelo modelo (Equacao 4.7).

fobj = Z(Mexp - 1Wcalc)2 (4-7)
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Extracéo por Fluido Supercritico
5.1.1. Fracionamento do Extrato e CCD

O extrato obtido por extracdo supercritica foi fracionado e analisado por
cromatografia em camada delgada (CCD). A Figura 5.1 apresenta as fracdes

analisadas que foram observadas na luz ultravioleta (UV).

T

Figura 5.1. Analise em CCD das fragdes do extrato obtido por extracao supercritica. Cada cor

apresenta um composto ou um grupo de compostos com caracteristicas cromatograficas similares.

A partir da andlise qualitativa do CCD (fase mével: diclorometano) é possivel
determinar a fracdo que contém o grupo de compostos de interesse (compostos
fenolicos e metilxantinas), sendo essa a fracdo obtida com metanol, solvente de maior
polaridade. A fracao foi, entdo, injetada em CLAE, seguindo o método descrito no item
4.1.4. A Figura 5.2 apresenta o cromatograma obtido, destacando o pico do composto

majoritario.
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Figura 5.2. Cromatograma da fracdo de metanol.

Os picos destacados na Figura 5.2 correspondem aos picos da teobromina,
com percentual em area equivalente a 9,1%, e da cafeina, com percentual em area
equivalente a 87,2%. A partir do resultado obtido podemos indicar que a composi¢cao
majoritaria da fragdo sado metilxantinas obtendo um percentual em area equivalente a
97,3%, sendo a cafeina o composto majoritario da fracdo. Além disso pode-se
destacar que o extrato ndo reagiu ao reagente DPPH, ou seja, o0 extrato coletado nao
apresentou capacidade antioxidante, isso se justifica, principalmente, pelo fato da
atividade observada na erva-mate ser atribuida aos polifenois, que sdo os compostos
majoritarios da planta, e nédo estdo contidos no extrato apdés 0 processo de

descafeinizagao.

5.1.2. Concentragao da Cafeina Extraida

Os resultados para a concentracdo da cafeina obtidos com o extrato
proveniente da EFS seco, 10 mL de agua milli-q e variaveis independentes: tempo
(10, 20 e 30 min), temperatura (25,0; 42,5 e 60,0° C) e concentracéo (15, 35 e 55
MQextrato/MLsolucao), €StA0 apresentados na Tabela 5.1.

As variaveis independentes contribuem para avaliar a quantidade de cafeina
na fase aguosa. Comparando os experimentos 12 e 6, maior e menor concentracao

de cafeina, respectivamente, pode-se observar um aumento de 1,6 vezes.
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A equacao polinomial de segunda ordem (Equacdo 5.1), para as variaveis
independentes, foi ajustada a partir dos resultados da concentracdo de cafeina
(Tabela 5.1), usando o software Minitab®. As superficies de resposta sao

apresentadas na Figura 5.3.

Tabela 5.1. Concentracdo de cafeina nas fragcdes do extrato de erva-mate obtido por extragéo por

fluido supercritico.

Ensaio Temperatura  Tempo Concentragéao % Cafeina
(°C) (min) (MQgextrato/MLsolucao)  (MJcafeina/MJextrato)
1 25,0 20 55 67,84
2 42,5 30 15 63,15
3 25,0 10 35 60,00
4 42,5 20 35 61,37
5 42,5 10 15 69,27
6 60,0 20 55 55,27
7 42,5 10 55 65,63
8 60,0 30 35 58,15
9 60,0 10 35 62,00
10 42,5 20 35 58,79
11 42,5 20 35 65,77
12 25,0 20 15 86,65
13 42,5 30 55 58,10
14 25,0 30 35 77,67
15 60,0 20 15 72,92

y=90,2—-9,9x 107X, + 2,2X, — 1,0X5 + 1,49 x 10~ 2X?
—2,08x1072X2 + 1,04 X 1072X2 — 3,07 x 102X, X,  (5.1)

+82x 107X, X5 — 1,8 x 103X, X,

onde y é a concentracdo de cafeina (MQcafeina/MQextrato seco concentrado), X1 €
temperatura, Xz € tempo e X3 é concentragdo. Os fatores e interagdes que influenciam
a concentracao de cafeina foram ajustados a partir de regressées polinomiais, usando
a metodologia de superficie de resposta. Os coeficientes ajustados pelas variaveis
codificadas (Equacédo 5.1) foram analisados através de uma analise de variancia
(ANOVA) para significancia individual com nivel de confianca de 90%, a Tabela 5.2
apresenta os resultados obtidos.

Como observado pela Tabela 5.2, apenas o coeficiente linear equivalente a



46

temperatura da extracdo apresentou significancia com o nivel de confianca avaliado
(90%; p < 0,1). Os demais coeficientes lineares, de interacdo e quadraticos,
apresentaram valor-p > 0,1, ou seja, dentro do intervalo de confianca avaliado nao

apresentam significancia.

Tabela 5.2. ANOVA do modelo gerado (Equacgédo 5.1).

GL SQ QM Valor-p
Modelo 9 768,607 85,401 0,249
Linear 3 317,638 105,879 0,189
Temperatura 1 269,67 269,67 0,058
Tempo 1 0,959 0,959 0,889
Concentracao 1 25,709 25,709 0,484
Quadrado 3 157,129 52,376 0,411
Temperatura? 1 76,625 76,625 0,249
Tempo? 1 15,944 15,944 0,578
Concentragéo? 1 63,249 63,249 0,289
Interacao 3 116,492 38,831 0,518
Temperatura*Tempo 1 115,661 115,661 0,17
Temperatura*Concentracao 1 0,332 0,332 0,935
Tempo*Concentragcéao 1 0,499 0,499 0,92
Erro 5 225,23 45,046
Falta de Ajuste 3 200,306 66,769 0,161
Erro puro 2 24,924 12,462
Total 14 993,837

GL — grau de liberdade; SQ — Soma dos Quadrados; QM — Quadrado Médio (variancia)
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Figura 5.3. Superficie de resposta para 0 % de cafeina no extrato purificado seco: (a) temperatura
versus tempo de extracdo com concentracdo de extrato constante (35 mg/mL); (b) temperatura versus
concentracdo de extrato com tempo de extracdo constante (20 min); (c) concentragcdo de extrato

versus tempo de extracdo com temperatura constante (42,5° C).

E possivel avaliar a influéncia das variaveis temperatura e tempo de extracao
no percentual de cafeina extraida na Figura 5.3a. Nela observamos que o acréscimo
da variavel tempo e o decréscimo da variavel temperatura resulta no aumento do
percentual de cafeina extraida. Além disso, podemos observar que a elevadas
temperaturas o tempo deixa de interferir no percentual de cafeina obtida.

O percentual de cafeina obtida como funcao da temperatura e da concentracao
de extrato na solugéo, mantendo o tempo de extragdo constante, pode ser avaliada
na Figura 5.3b. Observa-se que a concentracdo do extrato na solucdo nédo exerce
grande influéncia na quantidade de cafeina obtida, visto que em uma mesma
temperatura o percentual de cafeina permanece, aproximadamente, constante com o
aumento da concentracdo de extrato na solucdo. Por outro lado, o decréscimo da
temperatura resulta no acréscimo da quantidade de cafeina extraida.

Por fim, pode-se avaliar a interferéncia da concentracédo de extrato na solugéo
e do tempo de extracdo, a temperatura constante, na Figura 5.3c. Analisando a

superficie verificamos que o aumento do tempo e decréscimo da concentracdo de
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extrato na solucdo geram um produto cujo percentual de cafeina € maior.

O software Minitab® foi usado para resolver a Equacao 5.1, maximizando o
percentual de cafeina. As variaveis independentes calculadas foram 25° C para
temperatura, 30 min para o tempo de extracdo e 15 mg/mL para concentracdo de
extrato na solucdo. Pode-se atribuir estas condicoes a existéncia de outros compostos
no extrato supercritico além da cafeina, por isso ao aumentar-se a
temperatura/concentracéo facilita-se a extragdo destes compostos reduzindo a
concentragéo de cafeina, por consequéncia, prejudicando sua purificacao.

5.1.3. Atividade Antioxidante

Ao fim da EFS coletou-se uma aliquota do extrato para realizacdo dos ensaios
da atividade antioxidante. Como determinado por Espirito Santo (2020), a EFS é
seletiva para cafeina, sendo assim, a erva-mate mantém sua composicao polifendlica
e capacidade antioxidante, dado que os polifenois, por serem 0s compostos
majoritarios na planta, sdo os principais responsaveis pela atividade observada. O
extrato obtido, por sua vez, ndo apresentou atividade antioxidante, durante as analises
realizadas este ndo foi capaz de reagir com a solugdo DPPH, a reacdo foi
acompanhada pelo periodo de 2 h, e ndo foi observado alteracdo na coloracdo do
reagente DPPH. Esse resultado esta de acordo com a literatura, considerando que

Santo et al. (2021) e Brun (2012) observaram comportamento similar ao observado.

5.2. Extracao de polifenois

Os resultados das extracfes aquosas de compostos polifenélicos realizadas
com 10 g de erva-mate descafeinada e 100 mL de agua milli-g nas seguintes
condi¢bes: tempo (30, 39, 60, 81 e 90 min) e temperatura (70,0; 74,4; 85,0; 95,6 e
100,0° C) sao apresentados na Tabela 5.3.

Comparando os experimentos 11 e 3, onde encontramos a maior e a menor
concentragdo de polifenois, respectivamente, pode-se observar um aumento de 2,3
vezes. A equacao polinomial de primeira ordem (Equacdo 5.2), para as variaveis
independentes, foi ajustada a partir dos resultados da concentracdo de polifenois
totais (Tabela 5.3) em equivalente de &cido galico, usando o software Minitab®. O
coeficiente linear com valor superior foi o coeficiente da temperatura da extracdo (6,55

X 1072). A superficie de resposta é apresentada na Figura 5.4
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Tabela 5.3. Concentragdo de polifenois totais* no extrato aquosa da erva-mate descafeinada.

Tempo  Temperatura Polifenois Tot. %

Ensaio nin) °C) (m/m)
1 81 74.4 1,829
2 81 95,6 1,602
3 39 95,6 0,852
4 60 85,0 1,375
5 60 85,0 1,193
6 39 74.4 1,647
7 60 85,0 1,034
8 60 100,0 1,057
9 30 85,0 1,011
10 90 85,0 1,397
11 60 70,0 1,965

*equivalentes de acido galico

y =6,4—455x1072X, — 6,55 X 1072X, + 6,38 X 107X, X, (5.2)

onde y € a concentracao de polifenois totais no extrato (Mpolifenois/Mextrato), X1 €
temperatura e Xz é tempo. Os fatores e intera¢des que influenciam a concentragdo de
polifenois totais foram ajustados a partir de regressdes polinomiais usando a
metodologia de superficie de resposta. Os coeficientes ajustados pelas variaveis
codificadas (Equacdo 5.2) foram analisados através de uma analise de variancia
(ANOVA) para significancia individual com nivel de confianga de 95%, a Tabela 5.4

apresenta os resultados obtidos.

Tabela 5.4. ANOVA do modelo gerado (Equacgéo 5.2).

GL SQ QM Valor-p
Modelo 3 1,01781 0,33927 0,014
Linear 2 0,93721 10,4686 0,008
Temperatura 1 0,66518 0,66518 0,044
Tempo 1 0,27203 0,27203 0,006
Interacao 1 0,0806 0,0806 0,223
Temperatura*Tempo 10,0806 0,0806 0,223
Erro 7 0,31632 0,04519
Falta de Ajuste 5 0,2582 0,05164 0,398
Erro puro 2 0,05811 0,02906
Total 10 1,33412

GL - grau de liberdade; SQ — Soma dos Quadrados; QM — Quadrado Médio (variancia)
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Como pode ser observado pela Tabela 5.4, os coeficientes que apresentaram
significancia individual com o nivel de confianga de 95% foram B1 (-4,55*1072) e B2
(-6,55*10?) — equacéo . O coeficiente de interagdo entre os fatores ndo apresentou

significancia para o nivel de confianca avaliado.
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Figura 5.4. Superficie de resposta concentracdo de polifendis totais no extrato da erva-mate

descafeinada.

E possivel avaliar a influéncia da temperatura e do tempo da extrag&o na Figura
5.4. Aumentando a temperatura de extracdo podemos observar que a concentragao
de polifenois diminui, enquanto ao aumentar o tempo de extracdo observamos um
aumento na sua concentracao.

O software Minitab® foi usado para resolver a Equacdo 5.2 e maximizar a
concentracdo dos polifendis totais. As variaveis independentes calculadas foram 70
°C para temperatura e 30 min para o tempo, estas encontram-se fora do plano

experimental fatorial 22, contudo aparecem no plano ortogonal.

5.2.1. Capacidade Antioxidante

Os resultados das analises da capacidade antioxidante, utilizando o extrato
aquoso obtido a partir da erva-mate descafeinada, estdo apresentados na Figura 5.5.
Os extratos avaliados foram diluidos para evitar reacdo instantanea com o reagente

DPPH. Como esperado, o ensaio 11 (Tabela 5.3), cujos polifenois totais (em
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equivalente de &cido galico) apresentaram o maior valor, obteve a maior capacidade
antioxidante. Os valores obtidos nos ensaios condizem com o0 esperado para a
diluicdo apresentada, tendo em vista que Espirito Santo (2020) observou capacidade
antioxidante em, aproximadamente, 40% para a concentracdo de 0,25 mg de erva-
mate/mL.
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Figura 5.5. Capacidade antioxidante obtida nos extratos aquosos da erva-mate descafeinada. Letras

diferentes (a, b, c) indicam diferenca significativa entre os valores médios (p <0,05).
5.2.2. Quantificac&o dos principais polifenois observados

O cromatograma obtido por CLAE representativo da extragcdo aquosa da erva-
mate descafeinada (item 4.2) no ponto otimizado (70 °C e 30 min) consta na Figura

5.6. Nele podemos observar os picos mais significativos.
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Figura 5.6. Cromatograma representativo das extragdes aquosas da erva-mate descafeinada no
ponto otimizado (70 °C, 30 min), destacando os polifenois quantificados.

A Figura 5.7 apresenta os resultados da quantificagdo por CLAE, dos ensaios
apresentados na tabela 5.3, dos compostos destacados na Figura 5.6, acido
clorogénico e acido cafeico, respectivamente. A partir da quantificacdo destes
compostos podemos observar que a concentragcao destes ndo apresentou grandes
variagdes nos diferentes ensaios. E possivel observar que a concentragéo de acido

clorogénico obtida foi em torno de 23 mg/mL e a de acido cafeico foi em torno de 11
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Figura 5.7. Quantificacdo em CLAE dos &cidos clorogénico e cafeico.

5.3. Caracterizacéo das capsulas
5.3.1. Rendimento do equipamento

A cafeina purificada foi encapsulada em gelatina, seguindo duas metodologia:
spray dryer e nano spray dryer. Os rendimentos apresentados para o encapsulamento
da cafeina foram de 41,09% e 38,75% (massa coletada/massa alimentada - equacao
4.5), respectivamente. Segundo Bezerra et al. (2021) este desempenho pode ser
afetado por fatores tanto externos (umidade, temperatura) quantos internos
(viscosidade, transicdo vitrea). Liquidos de alta viscosidade requerem elevada
pressdo de pulverizacdo, pois sua viscosidade afeta a formacdo do jato de
pulverizacao resultando em particulas irregulares (Tonon, 2009). Ademais, elevadas
temperaturas no ar de secagem, para remo¢ao da umidade, provocam alteracédo na
concentracdo da emulsdo, resultando um aumento abrupto da viscosidade e
alteracdes na densidade que afetam o desempenho da secagem. Isso se deve a
temperatura de transicao vitrea e a geracao de cargas eletrostéaticas, logo o material

seco torna-se um material pegajoso que adere as paredes (Bezerra et al., 2021).

5.3.2. Morfologia das capsulas

A figura 5.8 apresenta os resultados da microscopia eletronica de varredura
(MEV-FEG) das cépsulas produzidas. Nas Figuras 5.8a e 5.8b, observam-se as
capsulas preparadas por nano spray dryer. Bagheri et al. (2014) sugere que o principal
parametro que define a morfologia das particulas € o equipamento e que seu nicleo
nao exerce influéncia na forma. Através da avaliacdo das imagens observam-se
particulas esféricas com tamanhos entre 100 nm e 1 um. Além disso, nota-se o
enrugamento de algumas destas esferas. Tan, Zhong e Langrish (2020) relataram a
influéncia da temperatura do ar de secagem na morfologia da particula, apontando
gue em temperaturas entre 60 °C e 80 °C as particulas obtidas se assemelhavam a
esferas, e em temperaturas mais elevadas, devido ao aumento do indice de
evaporacdo, as particulas enrugam. E possivel observar este efeito na Figura 5.8d,

como o controle da temperatura do spray dryer € realizado pela saida de ar a

temperatura no interior da camara ficou acima de 80 °C, resultando em particulas,
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majoritariamente, enrugadas; diferentemente do nano spray dryer cuja variacdo de
temperatura no interior da camara foi de, aproximadamente, 63 °C, e como observado
na Figura 5.8b apresentou particulas, majoritariamente, esféricas. Negrao-Murakami
et al. (2017) também observaram particulas deformadas, contudo estes atribuem a
deformacdo a lenta formacdo do filme durante o processo de atomizacdo. Pang,
Yusoff e Gimbun (2014) observaram que o tipo e a concentragcdo do agente
encapsulante influencia na morfologia das capsulas. Em concentra¢cdes mais baixas,
o biopolimero aumenta a flexibilidade inicial do filme, o que permite a expansao de
gases no interior das particulas durante a secagem. Contudo, quando atingem a
maxima expansao, as particulas colapsam, aumentando sua rugosidade e diminuindo
sua fluidez. Ao aumentar a concentracdo do biopolimero, as particulas passam a
apresentar morfologias mais esféricas. Isso ocorre devido ao aumento da viscosidade
da solucéo, o que limita a elasticidade das gotas durante a secagem.

As microscopias das capsulas preparadas por nano precipitacdo em etanol
estdo apresentadas na Figura 5.8c. O processo de precipitacdo gerou particulas
escamosas aglomeradas além de apresentar a formacéao de fibras na superficie dos
aglomerados. A presenca de aglomerados escamosos também foi observada por
Malviya et al. (2022), que justifica sua formacao ao solvente empregado no processo,
neste caso ao etanol. A formacéao de fibras na superficie pode ser atribuida a utilizacao
do agitador vortex durante o processo de gotejamento da fase inorganica.

Além disso, pode-se observar, por meio da magnitude empregada na Figura
5.8c, que as particulas obtidas por esta metodologia apresentaram distribuicdo de
tamanho superior ao observado nas particulas obtidas pelo nano spray dryer (Figura
5.8b). Isso é comprovado pela analise por espalhamento de luz dindmica (Figura 5.9).
As amostras preparadas em nano spray dryer apresentaram distribuicdo entre
615 — 1106 nm, com pico em 832 nm e indice de polidispersdo (Pdl) de 0,540;
enquanto as particulas preparadas por nano precipitacdo em etanol apresentaram
distribuicdo entre 956 — 1718 nm, com pico em 1270 nm e Pdl de 0,960; por fim, as
particulas preparadas pelo spray dryer apresentaram distribuicdo entre 342 — 955 nm,

com pico em 568 nm e Pdl de 0,682.
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preparadas com diferentes metodologias e analisadas por espalhamento de luz dindmica (DLS).

5.3.3. Andlise Termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TGA) foi realizada para avaliar a estabilidade
térmica das capsulas de cafeina (Figura 5.10a), enquanto a temperatura de
decomposicéo térmica foi determinada a partir da derivada primeira da funcéo gerada
pela curva TGA (dTG) (Figura 5.10b).

Como pode ser observado na Figura 5.10a a degradacéo das capsulas ocorreu
em trés estagios. O primeiro estagio esta associado a perda de agua/compostos
volateis por evaporagdo e ocorreu no intervalo de temperatura de 30 °C a 120 °C,
sendo a perda observada de 6,5% para as particulas produzidas em nano spray dryer
e perda de 4,5 % para o spray dryer. O segundo estagio refere-se a degradacao
estrutural de cadeias moleculares no sistema e ocorreu em duas fases; esse
comportamento pode ser atribuido a presenca de compostos com diferentes
estruturas como observado por Gullén et al. (2018). Nesse estagio observou-se uma
perda de massa equivalente a 14% para as capsulas produzidas por nano spray dryer
e 15% para as capsulas produzidas em spray dryer, a faixa de temperatura observada
referente a esta degradacéo foi de 140 °C a 250 °C. Por fim o terceiro estdgio indica
a degradacao de macromoléculas e ocorreu no intervalo de temperatura de 280 °C a
380 °C, sendo a perda de massa observada equivalente a 37% nas capsulas
produzidas em nano spray dryer, e naquelas produzidas em spray dryer observou-se
perda de 40%. Além disso, podemos observar que a degradacao da cafeina extraida
antes da encapsulacéo ocorre em um Unico estagio na faixa de temperatura de 150°
C a 270° C. Monteagudo-Olivan et al. (2019) e Kim et al. (2019) também observaram
gue a decomposicdo térmica da cafeina encapsulada ocorre em trés etapas e
obtiveram percentuais de perda de massa similares aos encontrados em cada etapa,

finalizando a degradacao com perda de massa equivalente a 70%.
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Figura 5.10. TGA das amostras Cafeina ext. (extrato), Gelatina e Capsulas — produzidas por spray
dryer e nano spray dryer — (a); dTG das amostras Cafeina ext. (extrato), Gelatina e Capsulas —

produzidas por spray dryer e nano spray dryer — (b).

Ao encapsular o extrato tem-se a protecao térmica dos compostos dado que a
gelatina apresenta intervalo de temperatura de decomposicdo térmica superior ao
observado para cafeina, além disso comparando as curvas das capsulas produzidas
nos diferentes equipamentos (spray dryer e nano spray dryer) notam-se similaridades

no comportamento térmico.

5.3.4. Espectroscopia de Infravermelho

O espectro da cafeina concentrada, da gelatina pura e das capsulas de gelatina

com cafeina estdo apresentados na Figura 5.11.
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Figura 5.11. Espectroscopia de infravermelho comparativa entre a cafeina, a gelatina e as capsulas.

A vibracdo da banda em 1643 cm " descreve o estiramento da ligacdo C = O
em uma amida, em 1542 cm™ descreve o estiramento da ligacdo C = C no anel, a
banda em 1230 cm™ representa o dobramento da ligagdo C = O, e a banda em 973
cm® especifica o dobramento de plano da ligacdo = C — H. Essas bandas est&o
presentes no espectro da cafeina e reduzidas no espectro das capsulas, uma vez que
esses grupos funcionais fazem parte da estrutura da cafeina. No entanto, sua
presenca no espectro das capsulas sugere que existe cafeina na superficie da
particula e sua reducédo sugere que a concentracdo da cafeina presente na superficie
€ reduzida, ou seja, a cafeina se encontra distribuida ao longo do raio da particula.
Além disso é possivel comparar os espectros das capsulas obtidas pelo spray dryer e
pelo nano spray dryer, nesta comparacao é possivel observar que ambos o0s espectros
apresentam as mesmas bandas, contudo, aquelas observadas no espectro das
capsulas obtidas pelo spray dryer apresentaram maior intensidade, o que sugere que
0 nano spray dryer apresentou uma encapsulagcao mais eficiente. Comportamento
similar foi observado por Vargas et al. (2021), neste trabalho foram encapsulados com
alginato o extrato da erva-mate, durante as analises realizadas algumas bandas
caracteristicas do extrato surgiram de forma reduzida no espectro das céapsulas

sugerindo a distribuicdo do extrato na superficie da particula.
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5.4. Modelagem Matematica do Sistema de Liberacdo das Cépsulas

O modelo cinético de primeira ordem € utilizado na descrigdo de sistemas de
absorcao e/ou liberacdo de agentes terapéuticos. Este modelo é capaz de prever o
comportamento de sistemas com agentes solluveis incorporados em matrizes porosas
(Bruschi, 2015). A equacao 5.3 apresenta o modelo descrito.

ln< _ M%) = kt (5.3)

onde, M: € a massa liberada no tempo, M~ € a massa quando o tempo tende
ao infinito, k € a constante de primeira ordem e t € o tempo.
A partir dos dados experimentais, Figura 5.12, gerou-se a constante de primeira

ordem para o sistema. Na equacéo 5.4 tem-se o modelo gerado.
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Figura 5.12. Dados experimentais do processo de liberagdo das capsulas.
In (1 _ —f) — —0,0879¢ (5.4)

Observando o comportamento experimental (Figura 5.12) nota-se que a

liberac@o apresenta um perfil rapido, chegando a liberacdo de 90% da cafeina em 20
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min. Apos este periodo o perfil de liberacdo torna-se mais lento, com uma taxa de
liberagdo constante. Além do modelo de primeira ordem (Equacdo 5.4 - R? igual a
0,9739), foram gerados perfis a partir do modelo de Higuchi, Korsmeyer-Pepas ¢
ordem zero (Quadro 3.1), contudo estes ndo apresentaram adesao aos dados obtidos
experimentalmente, além disso, apresentaram R? igual a 0,8155; 0,8394 e 0,6540;
respectivamente. Os quatro modelos podem ser observados e comparados na Figura
5.13. A partir da figura nota-se que a concentragao, tanto no modelo Korsmeyer-
Peppas, quanto no modelo Higuchi apresentou uma liberagcdo mais lenta no inicio do
processo, € a tendéncia observada ¢ o aumento continuo desta, diferente do que se
observa nos dados experimentais, comprovando a ndo aderéncia destes modelos ao
sistema de liberacao. Ja o modelo de ordem zero, além de nao obter um coeficiente
de determinacao satisfatorio, nao foi capaz de respresentar os dados experimentais,

visto que este apresentou uma liberag¢do lenta com taxa constante.
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Figura 5.13. Curvas geradas a partir da modelagem do sistema de liberacédo de cafeina.

5.5. Discusséao

A partir da extracdo da erva-mate por fluido supercritico foi obtido um extrato
gue néo foi capaz de reagir ao reagente DPPH. Esse extrato foi purificado atraves de
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extracdes aquosas, obtendo-se cafeina purificada com o percentual de cafeina em
relacdo & massa de extrato seco purificado equivalente a 86,65%. Para este extrato
concentrado propds-se trés metodologias de encapsulacao da cafeina em gelatina.

A primeira metodologia proposta foi a utilizagcdo de um nano spray dryer. Neste
método, obtiveram-se capsulas esféricas em escala nanométrica, como pode ser
observado pelas imagens de MEV (Figura 5.8b) e pelo diametro hidraulico (832 nm).
O rendimento observado obtido por esta metodologia foi de 38,75%, assim como foi
observado um incremento na estabilidade térmica do extrato apos sua encapsulacao
(Figura 5.10). A segunda metodologia proposta foi a utilizacdo de um spray dryer. A
partir do uso dessa tecnologia foram obtidas capsulas enrugadas cujo tamanho varia
entre micro (Figura 5.8d) e nano particulas (Figura 5.9). Isso pode ser atribuido a
instabilidade da solucdo (decantacdo de particulas na cubeta) preparada para a
analise DLS e a incapacidade do equipamento de medir com precisdo particulas na
escala micrométrica. Além disso, também foi observado rendimento de 41,09% e
incremento da estabilidade térmica, assim como foi observado para as particulas
produzidas em nano spray dryer. Comparativamente, o rendimento e desempenho
térmico observado entre as particulas produzidas nos dois equipamentos foi similar.
A terceira metodologia proposta foi a precipitacdo em etanol. A partir da aplicagéo
desse método foram produzidos aglomerados escamosos com fibras na superficie
(Figura 5.8c). O diametro hidraulico das particula foi de 1270 nm, o maior dentre 0s
obtidos pelas trés metodologias empregadas.

Para a avaliacéo do perfil de liberacdo das capsulas utilizaram-se as particulas
preparadas no spray dryer. Foi observado percentual de liberacdo de 90% apds 20
min. A partir dos ensaios de liberacdo, modelou-se o perfil empregando o modelo de
primeira ordem. Para esta modelagem obteve-se R? de 0,9739.

Ademais, a partir da erva-mate descafeinada/extraida por fluido supercritico
extraiu-se em meio aquoso polifenois, estes foram quantificados por F-C, obtendo-se
um valor maximo (em equivalente de acido galico) de 1,965%. Também foi avaliada a
capacidade antioxidante deste extratos, obtendo-se valor maximo equivalente a 43%.
e foi quantificado por CLAE os acidos clorogénico e cafeico, obtendo como resultado

23 mg/mL e 11 mg/ml, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, desenvolveu-se um procedimento para a purificacéo da cafeina
extraida por fluido supercritico, obtendo um extrato com concentracdo de 86,7% de
cafeina. A partir deste extrato de cafeina, prop6s-se a metodologia para encapsulacao
em spray dryer e nanospray obtendo-se capsulas na escala nhanométrica, 568 nm e
832 nm, respectivamente, e com morfologia esférica, além da metodologia de
precipitacdo em etanol que gerou aglomerados escamosos na escala micrométrica,
1272 nm. A encapsulacdo tem como objetivo promover a protecéo fisica e térmica da
cafeina, essa protecdo pode ser comprovada por meios das andlises térmicas onde
observou-se aumento da estabilidade do extrato apos encapsulacdo. Considerando
dados da literatura foi possivel observar que a producgéo de capsulas de gelatina com
cafeina, extraida da erva-mate, € uma nova proposta, visto que os estudos avaliados
nao empregam a utilizacdo de gelatina como agente encapsulante.

Ademais, foi extraido e avaliado qualitativamente e quantitativamente o extrato
da erva-mate descafeinada, nesta metodologia obteve-se extratos com elevada
composicdo fendlica (acido clorogénico 23 mg/mL e &cido cafeico
11 mg/mL).Também foi constatado por meio da analise de DPPH do extrato
supercritico que a metodologia aplicada para descafeinizacdo da erva-mate nao extrai
composto fendlicos, sendo seletiva para metilxantinas, como descrito na literatura.

As céapsulas produzidas por spray dryer foram submetidas a ensaios de
liberacdo em fluido gastrico simulados, pelo periodo de 3 h. Os resultados destes
ensaios foram modelados matematicamente, obtendo um perfil de liberacdo de
primeira ordem (R? igual a 0,9739).
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7. PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

As atividade propostas e trabalhos futuros a serem desenvolvidos estao

apresentados abaixo:

1. Avaliar a utilizacdo de outros tipos de polimeros (alginato e quitosana)
como agente encapsulante e outras concentracdes de cafeina (5% e

15%) na encapsulacao de cafeina.

2. Propor uma metodologia para reincorporacao do extrato supercritico na

erva-mate descafeinada apos a purificacdo/remocéo da cafeina.

3. Producdo de capsulas de polifenois extraidos da erva-mate
descafeinada, através do revestimento das mesmas com gelatina,

visando a protecdo destes compostos e sua liberagao controlada.

4. Modelar matematicamente o processo de liberacdo das capsulas de

polifenois.
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ANEXO A

Varredura Extragao de Cafeina
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ANEXO B
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ANEXO C

Varredura Extracao de Polifenois
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ANEXO D

Curva de Calibracao Polifenois
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ANEXO E
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