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RESUMO

Durante o processo de industrializacdo da erva-mate ocorre a geracao de bio-residuos, que sao fonte de
compostos bioativos. Nestetrabalhoobjetivou-se obter extratos destes bio-residuos (EP-extrato palito e EF-
extrato folha) e nanoencapsula-los (NP-nanoparticulas palito e NF-nanoparticulas folha) e avaliar sua
bioatividade. O procedimento foi em Unica etapa para extragdo dos compostos e nanoprecipitagdo. Os
extratos e as particulas obtidas foram caracterizados por: TGA, DSC, FTIR, morfologia e tamanho de
particulas. As bioatividades avaliadas foram quanto a capacidade antioxidante e atividade do efeito
inibitorio da enzimatica a-amilase pancreaticasuina. Aanalise de FTIR permitiu a identificagdo de bandas
de OH, -CH e C=C caracteristicas de anéis arométicos e de compostos fendlicos, identificou-se também a
presenca de amida nos extratos puro e reticulagdo entre os extratos puros e a zeina com NaCas quando
nanoecapsulados. As andlises térmicas indicaram a zeina como uma boa matriz encapsulante, as particulas
apresentaram estruturas nanométricas com formatos esféricos e as amostras possuem atividade
antioxidante, sendo que apenas NP diferenciou estatisticamente apresentando 1Cso maior, para a a-amilase
somente NFapresentou inibicdo. Conclui-se entdo, que o extrato da erva-mate foi encapsulado com sucesso
e possui capacidade antioxidante promissora, enquanto para a inibicdo da enzima alfa-amilase ha baixa
atividade inibitoria.

Palavras-chave: llex Paraguariensis, antioxidantes, biodisponibilidade, nanoencapsulacéo.

ABSTRACT

During the yerba mate industrialization process, bio-wastes are generated, which are source of bioactive
compounds. In this work it was aimed to obtain extracts of these bio-wastes (EP-stick extract and EF-leaf
extract), nanoencapsulate them (NP-stick nanoparticles and NF-leaf nanoparticles) and evaluate their
bioactivity. The procedure was a single step for extraction of compounds and nanoprecipitation. The
extractsand particles obtained were characterized by: TGA, DSC, FTIR, morphology andparticle size. The
bioactivities evaluated were regarding to the antioxidant capacity and the inhibitory effect on the porcine
pancreatic a-amylase enzyme. The FTIR analysis allowed the identification of OH, -CH and C=C bands
characteristic of aromatic rings and phenolic compounds, it was also identified the presence of amide in the
pure extracts and crosslinking between the pure extracts and zein with NaCas when nanoecapsulated.
Thermal analysis indicated zein as a good encapsulating matrix, the particles had nanometric structures
with spherical shapes and the samples had antioxidant activity, with only NP statistically different showing
a higher ICso, for a-amylase only NF showed inhibition. It can be concluded that the yerba mate extract
was successfully encapsulated and has a promising antioxidant capacity, while for the inhibition of the a-
amylase enzyme there is low inhibitory activity.

Keywords: llex Paraguariensis, antioxidants, bioavailability, nanoencapsulation.

1 INTRODUCAO

De acordo com o IBGE (2019), a erva-mate ¢ uma das principais espécies exploradas no setor de
extrativismo vegetal ndo madeireiro no Brasil. Estudos dos compostos bioativos da llex paraguariensis,
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comprovam efeitos no organismo humano como hipocolesterolémica, hepatoprotecéo, estimulante do sistema
nervoso central e diurética. Pesquisas comprovam que produtos obtidos a partir da erva-mate podem ser
utilizados no controle da obesidade. Além de ter constatado alto teor de compostos antioxidantes presentes nos
extratos dessa matéria prima, em especial compostos fendlicos (HECK; DE MEJIA, 2007).

Os bio-residuos do processamento de erva-mate sdo gerados durante a etapa de trituragdo. Os talos com
maior granulometria, chamados de palito, ndo séo adicionados ao produto final, sdo novamente triturados e
adicionados ao produto comercial, os produtos de baixa granulometria, denominados bio-residuo do palito,
néo adicionados ao produto final e séo descartados bem como folhas abaixo da granulometria (VIEIRA etal.,
2019).

Sabendo que o efeito funcional dos compostos fendlicos depende néo apenas na quantidade ingerida, mas
da sua biodisponibilidade (GRGI'C et al., 2020), umaestratégia empregada para este fim é a encapsulacao dos
compostos. A técnica abordada foi a nanoprecipitacdo, que tem sido amplamente descrita na literatura para a
formacdo de nanoparticulas (NPS) (LEMES et al., 2015). A estratégia de unificar as etapas de extracdo a
encapsulacdo ja foi proposta por diversos autores como descrito por Santos et al. (2020). No presente trabalho,
objetivou-se realizar a extracdo e a encapsulacdo dos compostos bioativos dos bio-residuos da erva-mate em
um Unico passo, visando a reducdo do uso de solventes e do tempo de processo e responder ao seguinte
guestionamento: a nanoencapsulacdo oferece protecdo adequada ao extrato e ainda confere bioatividade? A
técnica de nanoprecipitacdo foi proposta, por ndo ter sido ainda estudada por outros autores. O efeito da
encapsulagdo nas propriedades bioativas de capacidade antioxidante (DPPH) e inibi¢do da enzima a-amilase
foram avaliados bem como a interacdo entre os componentes das nanoparticulas através de caracterizagao por
espectroscopia (FTIR), termogravimetria (DSC e TGA) e microscopia eletrénica de transmissdo (MET).

2 METODOS
2.1 Obtengdo dos extratos e nanoparticulas de compostos bioativos da erva-mate residual

A extracdo dos compostos bioativos provenientes da matéria prima residual da erva-mate foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Lemes et al. (2017) e Santos et al. (2018), adaptado. Para a
nanoencapsulacdo, foram pré-homogeneizadas 43,75 g de bio-residuos da erva-mate (folha-NF ou palito-NP),
15¢g de zeina (como encapsulante) e o solvente (500 mL) composto por uma mistura de etanol e agua (80:20
v/v) e entdo levados a um sistema de agitacdo de Ultraturrax (IKA, T25) a 12.000 rpm durante 15 minutos. A
mistura obtida foi centrifugada (NT825 Nova Técnica, Brasil), o sobrenadante foi gotejado em umasolucéo
aquosa de caseinato de sddio (0,02%p/v, 500 mL), mantida imersa em um banho de gelo. A mistura foi seca
em estufa (Cienlab, Brasil) a 60 °C, até atingir massa constante. Para a extragdo dos compostos bioativos ndo
encapsulados, seguiu-se a mesma metodologia descrita anteriormente, sem a adicdo de material encapsulante
e surfactante, sendo obtidos os extratos de bio-residuos de folhas (EF) e de palito (EP) da erva mate.

2.3 Caracterizacdo dos extratos e nanoparticulas

Para a determinacdo das caracteristicas moleculares do extrato e das NPS foi realizada a leiturados espectros
em um espectrofotdbmetro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR AFFINITY-1, Shimadzu)
com pastilhas de brometo de potéssio. As de TGA e DSC foram realizadas em analisador térmico simultaneo
(STA 6000, Perkin Elmer, EUA), as amostras foram aquecidas até 600 °C, com umataxa de aquecimento de
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10 mL.min-1e atm de nitrogénio (50 mL.min-1). As NPS tiveram sua morfologia avaliada por Microscopia
Eletronicade Transmissdo (MET, Jeol JEM 2100, 200 kV), tamanho médio em intensidade (Dz, nm) e o indice
de polidispersdo (PDI, adimensional) determinado por DLS (Dinamic Ligth Scattering) em um instrumento
Malvern Zetasizer — Nano Series.

2.4 Rendimento das extragdes e extracdo/nanoencapsulacdo, avaliacdo da atividade antioxidante e
ensaio de inibi¢io da e-amilase pancreatica suina

O rendimento da extracdo e da nanoencapsulacdo foi determinado gravimetricamente. O célculo do
rendimento foi expresso em porcentagem e determinado através da Equacéo 1, onde V1s (mL) é o volume total
de solvente utilizado na extragdo, Va (mL) é o volume da aliquota utilizada para o calculo do rendimento, msi
(9) é a massade sélidos inicial presente no processo (folhas ou palitos de erva mate no caso da extracéo; folhas
ou palitos de erva mate, zeina e caseinato de sodio no caso da extracdo/encapsulagéo).

Rendimento (%) = Z52V1S « 100 Equacio (1)

aXMsi

A capacidade antioxidante das NPS e dos extratos foram avaliadas pelo ensaio de DPPH de acordo com
BRAND-WILLIAMS, Cuvelier e Berset (1995), adaptado. Foram usados: 10 uL de amostra (EF, EP, NF e
NP em diferentes concentragdes) e 140 pL de solucdo metandlicade DPPH 80 uM, além do controle negativo
preparado substituindo o volume daamostra por agua. A misturareagiu ao abrigo da luz por 30 min e, realizada
a leitura da absorbéancia a 515 nm (Thermo Plate, TP-Reader). Os resultados foram expressos em termos de
ICso através do software GraphPad Prism 5. Realizou-se o0 ensaio in vitro da a-amilase pancretica suina de
acordo com Oliveira et al. (2021). EP, EF, NF e NP foram testados na concentragdo de 2000 pg.mL-1. A
formacédo do &cido 3-amino-5-nitrosalicilico foi medida em comprimento de onda de 540 nm, utilizando o
espectrofotdmetro (Uv-Vis, Ocean Optics, Red Tide USB650 Fiber Optic Spectrometer USA). Os resultados
foram submetidos ao teste t-Student (Dz e PDI) ou a anélise de variancia ANOVA e ao teste de Tukey a um
nivel de 5% de significancia (p<0,05) (DPPH e inibigdo da a-amilase) por meio do programa Matlab (R2021a).

3 RESULTADOS

A Fig. 1 A é referente aos espectros obtidos por FTIR. Foram identificadas bandas caracteristicas de acordo
com a literatura, todos os espectros apresentaram absorcéo na faixa de 3000 a 3700 e também préximo a 2900
que sdo referentes as ligacGes OH e estiramentos -CH respectivamente, caracteristico de compostos feno6licos.
Os EF e EP apresentaram absorcdo nas regides de 1700 e 1600 que sdo caracteristicos de C=0 e de C=C,
tipicos dos fendis e aromaticos. O caseinato de sodio e a Zeina apresentaram absor¢do em aproximadamente
1650 e 1540 caracteristicos de C=N e N-H (amidas). As NPS e as MFs apresentaram reticula¢do nas bandas
citadas, especialmente nas que se referem a amida (FENG et al., 2020; HAJJARI et al., 2021; JAHROMI et
al., 2020).A Fig. 1 B é referente aos termogramas de DSC e TGA. Os termogramas de DSC mostraram o inicio
da degradacdo térmica dos extratos na faixa de 190°C, da zeina e do caseinato de sédio em 172 e 304°C
respectivamente, tendo este Ultimo uma curva acentuada préximo aos 100°C indicando a perda de umidade
devido sua higroscopicidade. As MF tiveram a transicdo térmica iniciada em torno de 200°C
aproximadamente, ja as NPS comecaram a degradacdo térmica proximo a 250°C, apresentando assim um
ganho de 50°C de protecdo térmica em relacdo ao extrato puro. Através da TGA foi possivel verificar que em
274°C, a zeina teve apenas 12% de perda de massa, enquanto que os extratos de folha e do palito tiveram 23 e

https://eventos. utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 3



(s
o

SEI-SICITE 2021

Pesquisa e Extensdo para um
mundo em transformacgdo

X1 Semindrio de Extensdo e Inovagao
XXVI Semindrio de Iniciagcdo Cientifica e Tecnolégica
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR

UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA

CAMPUS GUARAPUAVA

27% respectivamente. 1sso mostrauma maior resisténcia a degradacéo da zeina nesta faixa de temperatura, o
que justifica sua utilizacdo como material de parede para estes extratos afim de aplica-los em alimentos, uma
vez que temperaturas de processamento ndo ultrapassam os 300°C. Os valores encontrados neste trabalho sdo
similares aos encontrados por Feng et al. (2020), Hajjari et al. (2021) e Jahromi et al. 2020) e demonstram a

capacidade da zeina contribuir para 0 aumento da termo estabilidade dos compostos volateis ampliando a faixa
de temperatura de processamento até 250°C.

Figura 1 - A) Espectros de FTIR para os extratos da folha e do palito do bio-residuo de erva-mate,
nanoparticulas, componentes puros (NaCas- caseinato de sodio, zeina) e misturas fisicas (absorbancia); B) DSCe
TG Fluxo de Calor endotérmico 7 Para os extratos da folha e do palito do bio-residuo de erva-mate,
nanoparticulas, componentes puros (NaCas- caseinato de sodio, zeina) e misturasfisicas
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Os resultados obtidos para 0 Dz das nanoparticulas foram de 398,5 + 13,5 nm para NF e a 365,7 = 4,2 nm
para NP, sendo estatisticamente diferentes (p < 0,05). Os resultados obtidos indicam uma larga faixa de
distribuicdo de tamanhos com PDI iguais a 0,43 + 0,02 para NP e 0,44 + 0,01 para NF (p > 0,05). Estes
resultados estdo de acordo com Lemes et al. (2017) que utilizaram uma zeina para a encapsula¢éo da curcumina
por nanoprecipitacdo. Na Fig.2 pode-se observar estruturas nanométricas com formato proximo ao esférico no
caso da amostra NF. Os tamanhos das estruturas estdo de acordo com os resultados obtidos por DLS.

Figura 2 - Imagens de Microscopia Eletrénica de Transmissdo: (a) NP e (B) NF.

0 Am i el

Fonte: O autor (2021)

Os resultados do rendimento, capacidade antioxidante ¢ inibi¢ao da a-amilase dos extratos e nanoparticulas
estdo apresentados na Tab. 1.
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Tabela 1 - Rendimento das extracdes e encapsulacgdes, valores de 1Cs, paraextratos e nanoparticulas dos bio-
residuo da erva-mate frente a inibi¢io do radical DPPH e porcentagem de inibi¢do da enzima a-amilasea 2.000

pg.mL-L,
Amostras Rendimento (%)* ICs0 (Mg.mL"1) % de inibigdo da a-amilase*
EP 19,9 0,1742+0,020 0,711
EF 29,8 0,1482+0,010 0,709
NP 77,1(25,8)" 3,244 +0,590 0,654
NF 86,9 (34,3)" 1,2832+0,040 13,573

Resultados expressos em média + desvio padrao; &b letras diferentesna mesma coluna indicam diferenga significativa
entre asamostras pelo teste de Tukey (p <0,05); *asanalises foramrealizadas uma Unica vez; "resultados entre parénteses
indicam o rendimento relativo a massa de extrato presente nas nanoparticulas.

Fonte: O Autor, 2021.

Os resultados de rendimentoda Tab. 1 indicam que o EF apresenta maior teor de sélidos no final do
processo, 0 mesmo se deu para NF. Percebe-se que o processo de encapsulagcdo em conjunto com a extragdo
promoveu um aumento no rendimento do extrato, provavelmente pela interacdo do encapsulante, zeina, com
os compostos fendlicos durante o processo. O mesmo comportamento foi observado por Popovi¢ et al. (2021)
ao realizar a extracdo e a extracdo/encapsulagdo de extrato de Cornus mas L. com B-ciclodextrina. De acordo
com Malapert et al. (2021) este efeito é decorrente de ligagdes de hidrogénio entre os compostos extraidos e o
agente encapsulante, garantindo uma menor saturacdo do solvente e elevando a concentracdo dos compostos
extraidos. O aumento foi de aproximadamente 15 e 20% para os bio-residuos de folha e palito,
respectivamente. Os resultados obtidos nos ensaios de DPPH deixam evidente umamaior eficacia dos extratos
de bio-residuo nédo encapsulados, pois apresentaram uma menor concentragdo necessaria para a inibicdo de
50%, tanto paraa folha quanto para o palito quando comparados com NP. Se for considerado o teor de extrato
presente nas NPS, que representam 25,8% e 34,3% para NP e NF, respectivamente, os valores de ICsp relativos
& MQextrato.ML1 (que na tabela estdo expressos em MQnanoparticulas. ML) se tornam 0,837 e 0,440, ainda assim
maiores que os valores dos extratos puros. Isto pode ser resultado do aprisionamento dos compostos e interagéo
com a matriz encapsulante que permite uma liberagdo controlada, assim nem todos 0s compostos presentes
nas nanoparticulas permanecem de imediato com seus grupamentos funcionais livres para a agirem inibindo o
radical DPPH.

Pode ser observado na Tab. 1 que os extratos EF e EP ndo apresentaram resposta inibitdria, bem como as
NP. As NF apresentaram um resultado de inibicdo de 13,57 para a concentracdo de 2000 pg. mL-1. Oliveira et
al. (2021) avaliaram o efeito dos extratos da gua do cozimento e da casca do pinhéo e verificaram que 1871.66
e 460.70 pg.mL! respectivamente, eram necessarios para inibicdo de 50% da enzima a-amilase pancreética
suina.

4 CONCLUSAO

Foi possivel realizar a extracdo e nanoencapsulacéo das folhas e palitos da erva mate, obteve-se tamanho
de particulas similares ao descritos em trabalhos anteriores Os extratos mostraram através do teste de DPPH
gue possuem capacidade antioxidante promissora e possivelmente podem atuar no controle da formacédo de
espécies reativas do oxigénio, possivelmente a. Em relacdo aos testes in vitro de a-amilase, percebeu-se que
na concentracdo testada os extratos ndo possuem capacidade inibitdria das enzimas a-amilase devido a baixa
porcentagem de inibic¢&o, porém entre as NPS produzidas, a NF, teve maior resultado de inibicdo chegando a
13,57%. A nanoencapsulacio ofereceu protecdo ao extrato, constatou-se atividade antioxidante nas amostras

https://eventos. utfpr.edu.br/sicite/sicite2021 5



o

. Xl Semindrio de Extensdo e Inovagado
s Lo XXVI Semindrio de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica
(D UNIVERSIDADE TECNOLOGICA FEDERAL DO PARANA
08 a 12 de Novembro - Guarapuava/PR
SEI-SICITE 2021 p CAMPUS GUARAPUAVA
Pesquisa e ExtensGo para um
mundo em transformacdo

e houve reticulacdo entre os componentes das NPS, verificou-se um ganho de 50°C na termoestabilidade dos
extratos nanoencapsulados e ainda as NF conferiram discreta inibicdo de a-amilase.
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