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Resumo

A erva mate (llex paraguariensis) é uma arvore nativa da América do Sul e suas folhas sdo
utilizadas no preparo de infusGes) ricas em compostos fendlicos antioxidantes principalmente
acido cafeico e acidos clorogénicos. Estudos anteriores mostraram uma reducdo da atividade
antioxidante apds a digestdo gastrointestinal in vitro. O objetivo deste trabalho foi avaliar uma
provavel protecdo dos bioativos dos extratos da erva mate pelo processo de microencapsulacao.
Microcépsulas de extrato de erva mate foram elaboradas utilizando maltodextrina e alginato de
calcio. A estabilidade ao processo de digestdo gastrointestinal in vitro dos extratos livre e
microencapsulados foi avaliada utilizando-se como parametros o teor em compostos fenolicos
totais e aatividade antioxidante pelo método FRAP. Os resultados obtidos sugerem que as duas
microencapsula¢des mostraram uma leve tendéncia de protecéo dos bioativos antioxidantes dos
extratos quando avaliados pelo método dos fenolicos totais e pelo método FRAP.

Palavras-Chave: atividade antioxidante, digestdo in vitro, erva mate, estabilidade,
microencapsulacao

Abstract

Yerba mate (llex paraguariensis) is a tree native of South America and its leaves are used in
the preparation of infusions rich in antioxidant phenolic compounds, mainly caffeic acid and
chlorogenic acids. Previous studies have shown a reduction in antioxidant activity after in vitro
gastrointestinal digestion. The objective of this work was to evaluate a probable protection of
bioactive extracts of yerba mate by the microencapsulation process. Yerba mate extract
microcapsules were carried out using maltodextrin and sodium alginate. The stability to the in
vitro gastrointestinal digestion process of free and microencapsulated extracts was evaluated
using the content of total phenolic compounds and the antioxidant activity by the FRAP method
as parameters. The results obtained suggest that the two microencapsulations showed a discrete
tendency to protect the bioactive of the extracts when evaluated by total phenolic contents and
by the FRAP method.
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Introdugédo
llex paraguariensis A. St. Hill (Aquifoliaceae), é uma planta nativa popular entre os

habitantes do Paraguai, Uruguai e regides da Argentina e Brasil da qual é obtida a erva mate.
Com o uso de folhas e caules da arvore podem ser preparadas bebidas estimulantes com
propriedades medicinais como o chimarrdo (folhas verdes secas, preparado com &gua quente),
tereré (folnas verdes secas, preparado com agua fria) e chd mate (folhas tostadas, preparado

com 4gua quente) (BRACESCO etal.,, 2011; LIMA et al., 2014a) (Figuras 1 e 2).

Figura 1. Mate verde (esquerda) e mate tostado (direita) de llex paraguariensis
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Fonte: CORREA et al., 2019 (modificado)



O mate tem um papel social muito importante e o ato de oferecé-lo e compartilha-lo tem
conotacdes semelhantes as cerimbnia do cha para algumas culturas orientais. O consumo per
capta de erva mate chega a ser de 8-10 kg/hab/ano no Uruguai, 6,5 kg/hab/ano na Argentina e
3-5 kg/hab/ano no sul do Brasil, estimando que nesses paises 0 consumo de folhas secas da
planta seja de 12 a 23 g/hab/dia (CORREA et al., 2019; CARDOZO JR; MORAND, 2016).

Além dos paises da América do Sul, o consumo da planta tem alcancado interesse
mundial. Outros paises como Estados Unidos, Alemanha e Siria utilizam a llex paraguariensis
A. St. Hil. para a producdo de chas e bebidas energéticas. Mais recentemente 0 consumo tem
se expandido para a Espanha, Italia, Australia, Franca, Japdo, Coreia e Russia (CARDOZO JR;
MORAND, 2016)

O consumo de produtos derivados da erva mate tem sido relacionado a beneficios a
salde como o tratamento da obesidade, melhora no perfil lipidico e na circulagdo sanguinea,
(LIMA etal., 2014a; LIMA et al., 2014b; KIM et al., 2015; HECK; DE MEJIA, 2007; SOUZA
etal., 2015). Efeitos citotoxicos e atividade antiproliferativa de células cancerigenas, atividade
antifingica,  anti-bacteriana,  atividade anti-inflamatéria e efeitos hepatoprotetores,
neuroprotetores e antidepressivo tem também sido associados as bebidas a base da erva mate
(DE MEJIA etal., 2010; BURRIS et al., 2011)

Os beneficios a saude associados ao consumo de plantas se devem & sua composi¢cdo
quimica. A erva mate apresenta na sua composicdo principalmente o &cido clorogénico
pertencente a classe dos compostos fendlicos, formado pela esterificagdo do acido quinico com
moleculas de &cidos hidroxicindmicos. (BRACESCO et al., 2011; SOUZA et al., 2015;
SILVEIRA etal.,, 2016; LIMA et al., 2014). Outros compostos presentes reportados na literatura
sdo o0 &cido galico, &cido cafeico, acido siringico, &cido ferulico, acido p-coumarico e rutina
(CORREA et al.,, 2017; SILVEIRA etal., 2016; MURAKAMI et al., 2013).

Um paralelo interessante pode ser tracado entre llex paraguariensis (erva-mate) e
Camellia sinensis (chd wverde) (ASKARIPOUR, 2020). Ambos tém sido usados
tradicionalmente para a preparacdo de bebidas estimulantes em dois continentes diferentes,
Asia e América do Sul. O cha verde ganhou, desde ha muito, uma distribuicdo e aceitagdo quase
universais, enquanto esse processo estd no inicio para a erva mate. No entanto, os efeitos
benéficos das bebidas contra varios disturbios de satde ndo s&o devidos aos mesmos bioativos.
No cha verde, os bioativos pertencem a familia das catequinas (epigalocatequina-3-galato
(EGCG), epigalocatequina (EGC) e epicatequina-3-galato (ECG) sd@o consideradas as
moléculas ativas mais importantes (SERAFINI et al., 2011), enquanto para a erva mate, a
familia dos acidos clorogénicos (acido 3-O-cafeoilquinico, acido 4-O-cafeoilquinico, acido 5-

O-cafeoilquinico e o &cido 3,5-O-dicafeoilquinico) provavelmente sdo responsaveis por uma



significativa parte das acBes benéficas das bebidas (SOUZA et al, 2015; CORREA et al.,
2017).

O reconhecimento das propriedades funcionais da erva mate despertou a atengdo dos
consumidores e varios produtos alimenticios tais como chocolates, barras de cereais, sorvetes,

entre outros tem sido enriquecidos com seus extratos (Figura 3)

Figura 3. Produtos da &rea alimenticia enriquecidos com extratos de erva mate
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Fonte: CORREA et al., 2019 (modificado)

Estudos que mimetizam o processo de digestdo tém demonstrado que 0S compostos
bioativos da erva mate sofrem transformacOes durante a passagem pelas etapas do trato
gastrointestinal, resultando em substancias diferentes daquelas que séo observadas no alimento
ingerido (BOAVENTURA et al., 2015). As transformag0es ocorridas no trato gastrointestinal
sdo decorrentes principalmente de condicdes fisiologicas como o pH e temperatura, acdo das
enzimas digestivas, tempo da digestdo e pelo metabolismo da microbiota intestinal (CORREA -
BETANZO etal., 2014; KOEHNLEIN et al., 2016). Cerca de um terco dos &cidos clorogénicos
ingeridos sdo absorvidos a partir do intestino delgado, com uma possivel contribuicdo do
estbmago; o restante atinge o intestino grosso e sofre alteracGes pela microbiota resultando em
derivados O-metilados, sulfatados e glucorados, bem como em diidro metabolitos como éacido
diidrocafeico (STALMACH etal., 2009; CORREA-BETANZO et al., 2014).



Ha nos dias atuais, uma crescente preocupacdo com a eficacia dos bioativos e muitos
estudos buscam avaliar as perdas das propriedades funcionais dos alimentos durante 0s
processos de extracdo, processamento, armazenamento e consumo (HENNING et al.,, 2014;
ISOLABELLA et al, 2010; MACIAS-CORTES et al., 2020). Dentro deste contexto, a
microencapsulacéo, um processo onde um material formador de parede € utilizado para recobrir
0s bioativos visando protege-los de condi¢bes adversas, vem sendo cada vez mais estudado e
aplicado na &rea de alimentos (KUANG; OLIVEIRA; CREAN, 2010; VOLUC et al., 2019).
Esta tecnologia pode ser aplicada em materiais sélidos, liquidos ou gasosos (AUGUSTIN &
HEMAR, 2008). Uma grande variedade de materiais de revestimento pode ser utilizada nas
formulagbes. Dentre elas, citamos duas, a maltodextrose, um carboidrato nutritivo que na forma
uma pelicula protegendo o material volatil e mostra retencdo na faixa de 65 a 80% do material
e tem efeito antioxidante (ASCHERI et al., 2003), e o alginato de sddio, um polissacarideo
linear solivel em &gua, extraido de diferentes tipos algas (ETCHEPARE et al, 2015). O
alginato  gelifica rapidamente na presenca de ions célcio sem alteracbes drasticas de
temperatura, pH e pressdo osmotica, conservando a atividade das moléculas e a viabilidade dos
microrganismos.

Em um recente estudo realizado por nosso grupo foi observado que parte significativa
dos compostos antioxidantes dos extratos da erva mate s@o perdidos durante a digestdo gastro-
intestinal (CORREA et al. 2017). As maiores perdas foram dos acidos 3,5-O-dicafeoilquinico
e &cido 5-O-cafeoilquinico. Estas reducfes causaram uma perda significativa da atividade
antioxidante dos extratos. Considerando este fato, o objetivo deste trabalho foi avaliar uma
provavel acdo protetora da microencapsulacdo nos bioativos antioxidantes dos extratos da erva

mate submetidos ao processo de digestdo gastrointestinal in vitro.

Material e Métodos

Obtencdo do extrato de erva mate para a microencapsulacao

O extrato de erva mate foi produzido a partir da erva adquirida no comércio de Maringa, PR.
Para a extracdo dos compostos, 85 g da erva mate foram adicionados a 1,5 L de agua destilada
a 85°C, permanecendo sob agitacdo por 5 minutos. Apos o periodo, o material foi fitrado a

vacuo, liofilizado e mantido a -20 °C até as andlises.

Quantificacdo de compostos fenodlicos totais
Os compostos fenolicos totais foram analisados conforme SINGLETON & ROSSI (1965). Uma

aliquota de cada amostra foi diluida convenientemente em um volume final de 2 mL com agua



destilada. Em seguida, adicionou-se 0,3 mL de carbonato de sodio 1,9 M e 0,1 mL do reagente
fenol Folin Ciocalteu. A solu¢do permaneceu em repouso por 1 hora no escuro. A absorbancia
da amostra foi lida em espectrofotdmetro no comprimento de onda 725 nm contra o branco. Os

resultados foram expressos em equivalentes de acido galico (EAG).

Determinacéo da atividade antioxidante peloensaio do poder redutor do ion ferro (FRAP)
A atividade antioxidante foi avaliada pelo ensaio FRAP conforme descrito previamente
(PULIDO, BRAVO, SAURA-CALIXTO, 2000). Resumidamente, 900 uL de reagente FRAP
foi adicionado a 90 pL de agua destilada e 30 pL dos extratos (livres ou microencapsulados),
do padréo trolox ou do branco (dgua). Apds 30 min a 37 °C, as absorbancias das amostras
foram determinadas em espectrofotdmetro a 595 nm contra o branco. Os resultados foram

expressos em UM equivalente de trolox/mg de extrato.

Processo de microencapsulacdo em maltodextrina e alginato de calcio

Para a microencapsulacdo, 0 extrato de erva mate foi ressuspenso em agua e o material
encapsulante (maltodextrina DE10 ou alginato de sodio em &agua) foram misturados na
proporcéo de 1:1 (massa/massa) e deixados sob agitacdo por 30 min. A mistura extrato-alginato
adicionou-se gota a gota solucdo de cloreto de célcio 0,2 M. A mistura foi mantida sob agitacédo

por mais 30 min. As misturas foram liofilizadas e mantidas a -20° C ate uso.

Rendimento da microencapsulacéo
O rendimento do produto (%) foi calculado para cada experimento de microencapsulacao

utilizando a equacéo:

) conteudo em fendlicos totais do material encapsulado
Rendimento (%) = x 100

(7) conteudo em fendlicos do extrato livre

Preparacdo das solugdes de saliva artificial e dos fluidos gastrico e intestinal.

As solucdes de saliva artificial e dos fluidos gastrico e intestinal necessarias para a digestao
gastrointestinal in vitro foram preparadas conforme previamente descrito (CORREA et al
2017). Resumidamente, a solucdo de saliva artificial foi preparada pela dissolucdo de 2,38 g
Na2HPOg4, 0,19 g de KH2POse 8 g de NaCl em 1 L de agua destilada. O pH da solugdo foi
ajustado para 6,75 e adicionado alfa-amilase para obtencdo de 200 U de atividade da enzima.

O fluido gastrico artificial foi preparado adicionando-se uma solucdo a 0,32% de pepsina a



uma solucdo 0,03 M de NaCl, pH 1,2. O fluido intestinal artificial foi preparado pela dilui¢cdo
de 0,05 g de pancreatina e 0,3 g de extrato de bile a 35 mL de NaHCO30,1 M.

Digestao gastrointestinal in vitro

A digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada de acordo com metodologia previamente
descrita (CORREA et al., 2017) (Figura 4). Para avaliar o comportamento dos materiais antes
a apos as etapas da digestdo os grupos foram identificados como:

EEM-extrato de erva mate livre;

EEMOG-extrato de erva mate apés a digestdo oral e gastrica;

EEMOGI-extrato de erva mate apds a digestdo oral, gastrica e intestinal;

MCM-extrato de erva mate em microcapsulas de maltodextrina;

MCMOG- microcapsula de maltodextrina apds a digestdo oral e gastrica;

MCMOGI- microcapsula de maltodextrina apds a digestdo oral, gastrica e intestinal;

MCA- extrato de erva mate em microcapsulas de alginato de célcio;

MCAOG- microcapsula de alginato de calcio apds a digestdo oral e gastrica;

MCAOGI- microcapsula de alginato de calcio apds a digestdo oral, gastrica e intestinal.

Ao final dos processos, todos os materiais foram liofilizados e armazenados a -20 °C.

Figura 4. Diagrama utilizado para digestdo gastro-intestinal in vitro das amostras de extrato
de erva mate livre e microencapsuladas.

Diagrama da digestio in vitro

Amostra (13 g)

1* Fase da digestio - Adicio de 39 mL de saliva artificial
‘ - Apgitacdo (10 min a 37 °C)
2* Fase da digestio

- Mudanca para pH 1,2 com adiciode HC1 5M
. - Adicdo de 39 mL de fluido gastrico artificial

- Agitagdo (120 min a 37 °C)

3* Fase da digestio
- Mudanca para pH 6.0 com adigio de NaHCO3
- Adicdo de 39 mL de fluido intestinal artificial
- Adicdo de 6,5 mL de NaCl 120 mM
- Adicdo de 6.5 mL deKCl 5 mM

- Apgitacdo (60 min a 37 °C)

Fonte: CORREA et al., 2017 com modificacfes



Resultados e Discussao

As eficiéncias de encapsulacdo foram avaliadas pela quantificacdo de fendlicos totais
nos extratos livres e microencapsulados e foram consideradas como 100% eficientes para 0s
dois materiais de revestimento no liquido poés fitracdo das microcdpsulas e segue o
normalmente utilizado pelos pesquisadores para avaliar a eficiéncia dos processos de
encapsulagdo (AHMADIAN; NIAZMAND; POURFARZARD, 2019; RIBEIRO etal., 2016).

A Figura 5 mostra 0s aspectos dos extratos da erva mate ap0s microencapsulacdo em

maltodextrina e alginato de célcio.

Figura 5. Extrato de mate microencapsulado em maltodextrina (A) e alginato de célcio (B)

Os trés materiais (extrato de mate livre e os dois materiais microencapsulados) foram
submetidos a digestdo in vitro seguindo o0s passos descritos na Figura 3. Para metade dos
materiais, a digestdo foi interrompida apds a fase gastrica, enquanto a outra metade foi
submetida também a fase intestinal. Os materiais foram avaliados quanto ao teor em fenolicos
totais (Figura 6) e atividade antioxidante pelo ensaio FRAP (Figura 7). Podemos observar que
apos a digestdo gastrointestinal ocorreu uma reducdo de cerca de 30% no conteldo em fendlicos
totais e na atividade antioxidante dos extratos livres. A fase oral-géstrica foi a responsavel por
esta reducdo, considerando que, apos a fase intestinal, ndo ocorreram novas reducBes nos
valores de fendlicos totais e atividade antioxidante.

As andlises indicaram uma efetiva liberacdo dos fendlicos microencapsulados do extrato
da erva mate. Para os materiais microencapsulados, os teores em fendlicos totais foram
significativamente superiores aos obtidos para 0s extratos brutos pos digestdo gastrointestinal

(p< 0,05), ndicando efetiva protecao no ambiente acido do estdmago. Em relacdo a atividade



antioxidante FRAP, entretanto, ndo foi encontrada significAncia estatistica entre os extratos
livres e microencapsulados (p>0,05), apesar de ser possivel observar uma discreta tendéncia de
aumento da atividade antioxidante liberada pos digestdo dos materiais microencapsulados.

Microencapsulacfes dos extratos de mate ja foram realizadas com sucesso e tornaram o
produto mais resistente ao calor e ao armazenamento (NEGRAO-MURAKAMI et al., 2017;
NUNES et al., 2015). Até o momento, entretanto, microencapsulacdo do mate e seu efeito
protetor reduzindo as perdas durante a digestdo gastrointestinal ndo foi abordado. Muitos
fendlicos sdo sensiveis as variagbes de pH (FRIEDMAN; JURGENS, 2000), incluindo os
acidos clorogéncios, principal familia de antioxidantes no mate (GONGCALVES et al., 2017).
Estudos realizados com diferentes extratos vegetais com propriedades antioxidantes, sugerem
que a microencapsulacdo protege os bioativos dos ambientes inGspitos encontrados no trato
gastro-intestinal, como mudancas no pH e acdo das enzimas digestivas. Alguns exemplos s&o
0 extrato de pétalas de acafrdo encapsulado em uma mistura de maltodextrina e pectina
(AHMADIAN; NIAZMAND; POURFARZARD, 2019), extrato de residuo de pimenta
(Capsicum annuum L) encapsulado em proteina de soro de leite (VULIC et al., 2019) e 0 extrato
de polpa de alfarroba, encapsulado em metil-celulose (YDJEDD et al., 2017). Outros exemplos
onde a microencapsulacdo protegeu os bioativos dos extratos vegetais podem ser encontrados
em uma revisao recente que aborda este tema (PEANPARKDEEA; IWAMOTO, 2020).



Figura 6. Compostos fendlicos totais apds as etapas da digestdo gastrointestinal. EEM- extrato
de erva mate livre; EEMOG- extrato de erva mate ap0s a digestdo oral e gastrica; EEMOGI -
extrato de erva mate apos a digestdo oral, gastrica e intestinal; MCM- extrato de erva mate em
microcapsulas de maltodextrina; MCMOG- microcapsula de maltodextrina apos a digestdo oral
e gastrica; MCMOGI- microcapsula de maltodextrina apds a digestdo oral, gastrica e intestinal;
MCA.- extrato de erva mate em microcapsulas de alginato de calcio; MCAOG- microcapsula
de alginato de calcio apds a digestdo oral e gastrica; MCAOGI- microcdpsula de alginato de
calcio apos adigestdo oral, gastrica e intestinal. Ndo ha diferenca estatistica entre as médias com
letras iguais (n=3) (p<0,05) de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Figura 7. Atividade antioxidante avaliada pelo ensaio FRAPA apds as etapas da digestdo
gastrointestinal. EEM- extrato de erva mate livre; EEMOG- extrato de erva mate apo6s a
digestdo oral e gastrica;, EEMOGI- extrato de erva mate apds a digestdo oral, gastrica e
intestinal;, MCM- extrato de erva mate em microcapsulas de maltodextrina; MCMOG-
microcapsula de maltodextrina apds a digestdo oral e gastrica; MCMOGI- microcdpsula de
maltodextrina ap0Os a digestdo oral, gastrica e intestinal; MCA- extrato de erva mate em
microcdpsulas de alginato de calcio; MCAOG- microcdpsula de alginato de calcio apos a
digestdo oral e gastrica; MCAOGI- microcapsula de alginato de célcio apds a digestdo oral,
gastrica e intestinalNdo ha diferenca estatistica entre as médias com letras iguais (n=3)
(p<0,05) de acordo com o teste de Newman-Keuls.
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Conclusoes

Neste trabalho, os extratos de erva mate ricos em compostos fenélicos antioxidantes,
principalmente da familia dos &cidos clorogénicos, foram microencapsulados com sucesso em
malltodextrina e alginato de célcio. A estabilidade ao processo de digestdo gastrointestinal in
vitro dos extratos livre e microencapsulados foi avaliada utilizando-se como parametros o teor
em compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante pelo método FRAP. Os resultados
obtidos sugerem que as duas microencapsulacdes mostraram uma leve tendéncia de protecéo
dos bioativos antioxidantes dos extratos. Outros agentes encapsulantes e outras condi¢fes de
microencapsulacdo estdo sendo testadas em nosso laboratorio visando melhorar aeficiéncia do

processo.
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