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RESUMO

MASSAUT, Yasmin V0lz Bezerra. Otimizacdo da extracdo de &acidos
clorogénicos do coproduto de llex paraguariensis e incorporacao em fibras de
amido de trigo obtidas por electrospinning. 2023. 100 f. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

O coproduto gerado durante a poda de colheita de llex paraguariensis tem
demonstrado elevado potencial pela alta concentragdo de compostos fendlicos,
majoritariamente os &cidos clorogénicos. Ainda sdo escassos 0s estudos de
extracdo desses compostos do coproduto, bem como sua utilizacdo na industria
alimenticia. Para tanto, € necessario estudar as formas de extracdo de forma
sustentavel e o encapsulamento destes compostos para evitar a degradacéo. Neste
estudo foi utilizado um planejamento multivariado para a extragdo dos acidos
clorogénicos presentes no coproduto de I. paraguariensis utilizando um método
verde. Os extratos obtidos foram avaliados por HPLC-ESI-QTOF-MS, obtendo-se
7,36 g de acidos clorogénicos (5-cafeoilquinico, 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico,
3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico) por 100 g de
coproduto nas condi¢cdes otimas de extracdo. Esse extrato foi avaliado quanto a
capacidade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS e apresentou 94,35% e
99% de inibicdo, respectivamente, e capacidade redutora de 65,6 mg/ 100 g. No
ensaio de toxicidade in vivo utlizando larvas de Galleria Mellonella, o extrato
apresentou dose letal (DL s0) na concentracao de 5,8 g/kg, podendo ser classificado
como levemente téxico. Apdés a obtencdo do extrato aquoso foi realizado o
encapsulamento dos compostos presentes no coproduto de |. paraguariensis em
fibras ultrafinas de amido de trigo utilizando a técnica de electrospinning, no qual
foram testados parametros da solucao polimérica e do processo para a obtencao das
fibras. Foram utilizadas as concentragcbes de extrato de 5, 10 e 15% (m/m) em
solucdes poliméricas de amido de trigo a 15% em acido formico a 75%. As solucdes
poliméricas apresentaram maior viscosidade e condutividade elétrica com o aumento
de coproduto (1,181 a 1,259 cP e 2,69 a 3,45 mS/cm, respectivamente). As fibras
ultrafinas apresentaram didmetro médio de 195 nm a 218 nm, com morfologia
continua, lisa e uniforme. A eficiéncia maxima de encapsulamento ocorreu nha
concentracdo de 5% (90,8%), sendo observada a diminuicdo conforme o aumento
da concentracdo. As membranas apresentaram maior hidrofilicidade conforme o
aumento da concentragdo do extrato e maior estabilidade do mesmo quando
encapsulado, através da analise termogravimétrica. As fibras ultrafinas exibiram
atividade antioxidante frente aos radicais livres ABTS, DPPH. As fibras ultrafinas de
amido de trigo encapsuladas com coproduto de |. paraguariensis apresentaram
caracteristicas positivas e sdo promissoras na area alimenticia, sendo necessario
maiores estudos de sua aplicacao.

Palavras-chave: llex paraguariensis, coproduto, planejamento multivariado,
electrospinning, amido de trigo



ABSTRACT

MASSAUT, Yasmin V6lz Bezerra. Optimization of the extraction of chlorogenic
acids from the co-product of llex paraguariensis and incorporation into wheat
starch fibers obtained by electrospinning. 2023. 100 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas, 2023.

The co-product generated during the pruning of llex paraguariensis has shown high
potential due to its high concentration of phenolic compounds, mainly chlorogenic
acids. There are still few studies on the extraction of these compounds from the co-
product, as well as their use in the food industry. Therefore, it is necessary to study
ways to sustainably extract and encapsulate these compounds to avoid degradation.
In this study, a multivariate design was used for the extraction of chlorogenic acids
present in the co-product of llex p.l. paraguariensis using a green method. The
obtained extracts were evaluated by HPLC-ESI-QTOF-MS, obtaining 7.36 g of
chlorogenic acids (5-caffeoylquinic, 3-caffeoylquinic, 4-caffeoylquinic, 3,4-
dicaffeoylquinic, 3,5-dicaffeoylquinic and 4 ,5-dicaffeoylquine) per 100 g of co-product
under optimal extraction conditions. This extract was evaluated for its antioxidant
capacity against DPPH and ABTS radicals and showed 94.35% and 99% inhibition,
respectively, and a reducing capacity of 65.6 mg/100 g. In the in vivo toxicity test
using Galleria Mellonella larvae, the extract showed a lethal dose (LD 50) at a
concentration of 5.8 g/kg, which can be classified as slightly toxic. After obtaining the
aqueous extract, the compounds present in the co-product of llex p.l. paraguariensis
in ultrafine wheat starch fibers using the electrospinning technique, in which
parameters of the polymer solution and the process for obtaining the fibers were
tested. Extract concentrations of 5, 10 and 15% (w/w) in polymeric solutions of 15%
wheat starch in 75% formic acid were used. Polymeric solutions showed higher
viscosity and electrical conductivity with increasing co-product (1.181 to 1.259 cP and
2.69 to 3.45 mS/cm, respectively). The ultrafine fibers had an average diameter of
195 nm to 218 nm, with continuous, smooth and uniform morphology. The maximum
encapsulation efficiency occurred at a concentration of 5% (90.8%), with a decrease
being observed as the concentration increased. The membranes showed greater
hydrophilicity as the extract concentration increased and greater stability when
encapsulated, through thermogravimetric analysis. The ultrafine fibers exhibited
antioxidant activity against free radicals ABTS, DPPH. Ultrafine wheat starch fibers
encapsulated with llex p.l. paraguariensis showed positive characteristics and are
promising in the food area, requiring further studies of its application.

Keywords: llex paraguariensis, coproduct, multivariate design, electrospinning,
wheat starch
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1. INTRODUCAO

A llex paraguariensis (I. paraguariensis) é uma planta nativa da América do
Sul, encontrada no Paraguai, na Argentina e no Brasil. No territério brasileiro
encontra-se no Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e
Séo Paulo (VIEIRA et al., 2023). As folhas e ramos sdo muito utilizados em bebidas
como o chimarrdo e o tereré e em infusbes como o cha mate (GOULART, SANTIN
E BRASILEIRO, 2022). A exploragdo comercial da planta possui importancia social,
econbmica e ecoldgica nos estados produtores, além de estudos demonstrando o
potencial da planta quanto a sua composicdo em compostos bioativos com
aplicagcbes em produtos alimenticios, medicamentos, cosmeéticos, produtos de
higiene, dentre outros (DALLABRIDA et al., 2016; JUNIOR; GOULART, 2019).

Os compostos bioativos benéficos sdo constituintes extranutricionais
encontrados em alimentos, responsaveis por acdo biolégica benéfica a saude,
podendo proteger e melhorar o funcionamento do corpo bem como reduzir o risco
do desenvolvimento de doencas (LIU et al., 2018). A maior parte das propriedades
biologicas da I. paraguariensis tem sido associada a presenca dos acidos fendlicos,
metabolitos secundarios produzidos pelas plantas (TAIZ & ZEIGER, 2004; COSTA,;
ROSA, 2010). Os compostos fendlicos majoritarios presentes na |. paraguariensis
sdo os acidos clorogénicos, que possuem atividades biolégicas comprovadas,
destacando-se pelos efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e hipocolesterolémicos,
além de serem considerados benéficos por prevenir doencgas cardiovasculares e
reduzir a absorcao de glicose (BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007; ARCARI et al.,
2009; BRAVO et al., 2014; WAN et al., 2013).

No periodo da colheita das folhas e talos de I. paraguariensis € realizada a
poda, processo com o intuito de reduzir a altura das plantas e viabilizar a proxima
colheita (LORINI et al., 2021). Nessa etapa sdo gerados residuos que correspondem
a talos maiores de 10 mm de diametro e estes sdo descartados pois ainda ndo ha
utiizagdo em produtos comerciais. Estudos demonstram o potencial uso em
alimentos pela presenca de metabdlitos secundarios em sua constituicdo quimica
(PAGLIOSA et al., 2010). Segundo Lorini e colaboradores (2021), a casca destes
talos possui em torno de 11,8 g/100 g dos 6 isbmeros de acidos clorogénicos.

Entretanto, a forma de obtenc&o de extratos pode influenciar na concentracao final.



Os métodos de extracao de acidos clorogénicos, a partir de |. paraguariensis,
normalmente envolvem o uso de solventes como metanol, acetonitrila ou etanol
(LORINI et al., 2021; MARTIN et al., 2013; SANTOS et al., 2017). Para aplicacdo em
alimentos e bebidas o uso de solventes é um limitante devido a toxicidade para o
consumo humano, além de aumentar os custos de producédo, apresentando como
melhor alternativa o uso de agua (MURAKAMI et al., 2011; NACZK & SHAHIDI,
2004).

A utilizac&o de técnicas de otimizagdo multivariadas também pode contribuir
para aumentar o rendimento da extrac&o pois permitem avaliar o efeito das variaveis
simultaneamente, bem como efeitos de interacdo. Ainda, permitem descrever o
comportamento das variaveis, estabelecer modelos matematicos e predizer a
condicdo 6étima de extracdo (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2000).

Os acidos clorogénicos sao degradados na presenca de luz, oxigénio e
temperaturas elevadas, necessitando de alternativas que promovam maior
estabilidade dos compostos (BAKOWSKA, KUCHARSKA E OSZMIANSKI, 2003).
Uma forma promissora para tal é a producdo de fibras através da técnica de
electrospinning, relatada como eficiente para a encapsulacdo de compostos
bioativos, com capacidade de proteger compostos sensiveis a fatores ambientais
e/ou mascarando caracteristicas sensoriais indesejaveis (FONSECA, et al., 2020;
LIM, 2021; LIM, MENDES & CHRONAKIS, 2019). A utilizacdo de amidos de diversas
fontes vegetais como material de parede apresenta caracteristicas positivas nas
fibras e alta eficiéncia de encapsulamento, tornando-se uma alternativa de material
para 0 encapsulamento dos &acidos clorogénicos presentes no coproduto de I.
paraguariensis (CRUZ et al., 2021; FONSECA et al., 2022; PIRES et al., 2022).

Por este motivo, este trabalho tem como objetivo a obtencdo de um extrato
aquoso rico em acidos clorogénicos obtidos a partir do coproduto da poda de colheita
de I. paraguariensis e estabilizar os mesmos por encapsulamento em fibras de amido

de trigo pela técnica de electrospinning.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Produzir um extrato aquoso a partir do coproduto da poda de colheita de llex
paraguariensis, rico em acidos clorogénicos, e encapsula-lo em fibras ultrafinas de
amido de trigo por electrospinning para estabilizacdo dos compostos e preservacao

da atividade antioxidante.

2.2 Objetivos especificos

e Obter um extrato aquoso rico em acidos clorogénicos de coproduto de poda de I.

paraguariensis através de uma otimiza¢éo multivariada;

e Avaliar a atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e ABTS do extrato

aquoso,

e Avaliar a toxicidade do extrato de |. paraguariensis em organismo in vivo em

modelo de Galleria mellonella;

e Produzir fibras ultrafinas de amido de trigo pela técnica de electrospinning
incorporadas por extrato rico em compostos fendlicos de coproduto de poda de

|. paraguariensis

e Caracterizar as fibras ultrafinas produzidas com diferentes concentracdes do

coproduto;

e Determinar a atividade antioxidante das fibras incorporadas de |. paraguariensis.

11



HIPOTESES

O uso de otimizagdo multivariada de extragdo permitira obter um extrato aquoso

rico em compostos, com menor tempo e baixo custo;

O extrato aquoso de |. paraguariensis apresentara baixa letalidade no ensaio de

toxicidade in vivo;

A utilizacdo de amido de trigo como material de parede resultara na produgéo de

fibras com morfologia homogéneas e uniformes;

Fibras ultrafinas amido de trigo oferecerao estabilidade dos acidos clorogénicos,

com a manutencéo da atividade antioxidante.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 llex paraguariensis

A llex paraguariensis A. St. Hil. € uma planta subtropical didica pertencente
a familia Aquifoliaceae e pode atingir 18 m de altura. A época de floracdo ocorre de
outubro a novembro com inflorescéncias em feixe na regido axial das folhas e seus
frutos ocorrem de marco a junho e sdo apresentados em bagas com até quatro
sementes, servindo de alimento para aves (HECK; DE MEJIA, 2007; DICKEL et al,
2011; SCHULTZ et al, 2011 LANDAU; SILVA; TORRES, 2020).

As folhas das plantas eram consumidas em forma de infuséo ou mascadas
pelos povos nativos - principalmente os Guaranis — devido aos efeitos estimulantes
e propriedades medicinais sendo, inclusive, utilizadas em rituais. Os povos nativos
transmitiram o conhecimento aos espanhois durante a ocupacdo castelhana no
Paraguai (BRACESCO et al., 2011). O cultivo da |. paraguariensis teve inicio pelos
Jesuitas em 1670 que descobriram o potencial econémico na planta. Entretanto, com
o término das Missfes Jesuiticas no Paraguai em 1768, ocorreu a interrupcéo do
cultivo. Apés, no Brasil, iniciou-se o cultivo por espanhdis e imigrantes europeus
instalados no sul do pais (KUJAWSKA, 2018).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a producdo
de erva mate em 2021 foi de 506.134 toneladas e vem crescendo gradativamente.

Na Tabela 1 sédo apresentadas a producao de erva mate nos ultimos 5 anos.

Tabela 1. Producgéo de Erva mate no Brasil nos ultimos 5 anos.

Ano Producao erva mate (toneladas)
2017 383.922
2018 346.941
2019 371.659
2020 426.034
2021 506.134
Dados: IBGE

Fonte: autora, 2023.
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As condicBes edafoclimaticas podem afetar a planta quanto a composicao
guimica e ao seu crescimento. Atualmente, ha dois modos de cultivo, sendo eles: 1)
pleno sol, em campo aberto e; 2) sombreado, sob a copa de outras plantas (LORINI
et al., 2021). A colheita das folhas e talos finos ocorre a cada 18 meses para entao
ser transportada, processada e destinada ao seu fim comercial. As etapas de

producao da erva mate comercial encontram-se na Figura 1.

Colheita
|

Sapeco

Secagem

Moagem

Peneiramento

Embalagem

Figura 1. Etapas do processamento de |. paraguariensis na industria

ervateira
Fonte: autora, 2023.

Ao realizar a colheita, as folhas e talos sao transportados a ervateira para o
processamento. Inicialmente, passam pelo sapeco que consiste em um cilindro
metalico perfurado e rotatorio com emprego de fogo de chama direta com, em média,
300 °C, para retirar a umidade superficial e inativar as enzimas oxidantes peroxidase
e polifenoloxidase. Apés, ocorre a secagem, também utilizando o fogo direto, porém,
em menor temperatura para obtencédo da erva mate seca, retirando a maior parte da
agua encontrada na folha (com umidade final em cerca de 5%). Entdo, as folhas e

talos passam pela moagem (ou cancheamento) para diminuir o tamanho das
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particulas e, em seguida, pelo peneiramento e destinadas ao produto desejado.

Finalmente, sdo embaladas e dirigidas ao comércio (DANIEL, 2009).

A |. paraguariensis apresenta em sua composi¢do quimica proteinas,
aminoacidos essenciais, vitaminas, minerais, acucares, metilxantinas, taninos e
saponinas, além de alta concentracdo em compostos fendlicos (FRIZON, 2011,
WESTPHALEN et al., 2020). Os compostos fendlicos desempenham func¢bes de
protecdo as plantas e formam-se mais expressivamente nestas em condi¢des de
estresse, como a radiacdo UV, ferimentos e infeccbes, podendo variar as
concentracdes conforme o ambiente (BASTOS et al., 2006; COSTA; ROSA, 2010;
HECK; DE MEJIA, 2007). Estes compostos conferem a planta alta capacidade
antioxidante, combatendo o estresse oxidativo, através da inibicao de radicais livres
e promovendo a melhora no sistema imunolégico (MANACH, MAZUR & SCALBERT,
2005; SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015; TAJIK et al., 2017).

Os éacidos fendlicos apresentam um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes para o organismo humano e alimentos em
gue estdo presentes (HECK & DE MEJIA, 2007; PAGLIOSA et al., 2010). Estes
acidos sao subdivididos em dois grupos, sendo eles os derivados do &acido
hidroxibenzoico, e os derivados do acido hidroxicindmico. A I. paraguariensis possui
elevada concentracdo de compostos do grupo do acido hidroxicinamico,
principalmente os derivados do acido cafeico, sendo os majoritarios os &cidos
clorogénicos 5-cafeoilquinico, 3-cafeoilquinico, 4-cafeoilquinico 3,4- dicafeoilquinico,
3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico (Figura 2). Os acidos clorogénicos
possuem o acido quinico ligado a acidos transcinamicos (acidos cafeico, ferulico ou
p-cumarico) através de uma ligagédo éster (BRAVO, GOYA & LECUMBERRI, 2007;
BURRIS et al., 2012; LIMA et al., 2016; DE MEJIA et al., 2010).
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Figura 2. Estrutura quimica dos acidos clorogénicos presentes na planta de llex
paraguariensis.

Fonte: Lazzarotto, 2021, com adaptacdes.
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Durante a colheita da erva mate € realizada uma poda para reduzir a altura
das plantas para viabilizar a proxima colheita (LORINI, 2021). Através da poda de
colheita sdo gerados residuos e estes correspondem aos talos com diametros
maiores que 10 mm (Figura 3), que nao sao utilizados nos produtos comerciais pois
as industrias de processamento exigem ramos cada vez mais finos. Estes ramos sao
descartados devido ao seu avancado estado de lignificacdo, ou seja, possui a
consisténcia de madeira (PAGLIOSA, 2009). Cerca de 5 toneladas - por hectare -

destes talos sao descartados.

Em estudos recentes, ha demonstracdo do grande potencial pela presenca
de metabdlitos secundarios na parte externa do residuo (casca), aqui denominados
como coproduto (LORINI et al., 2021, 2022; PAGLIOSA et al., 2010).

A composicéao bioativa das folhas, dos galhos finos e do coproduto — parte
externa dos talos grossos — foi caracterizada por LORINI et al.,, 2021) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a ionizacdo por electrospray e
espectrometro de massa (HPLC-ESI-QTOF-MS), sendo encontrado 11,8 g/100g de
compostos fendlicos, quantidade semelhante ao encontrados nas folhas. Os
compostos podem ser encontrados em diversas partes das plantas, como
confirmado pelo autor. Dada a quantidade valiosa de compostos fendlicos e o
desperdicio desse recurso natural é de elevada relevancia encontrar uma aplicacéo

para 0 mesmo.

A obtencdo de extratos concentrados de acidos clorogénicos € uma
alternativa de aproveitamento industrial do coproduto. Entretanto, o método de
extracao e as condicdes dos mesmos podem promover a degrada¢do dos compostos
ou assegurar sua estabilidade, além de aumentar o rendimento da extracdo
(BOAVENTURA et al., 2015; ISOLABELLA et al., 2010; MYLONAKI et al., 2008; DA
SILVEIRA et al., 2016).
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A: plantacé@o de llex paraguariensis a pleno sol; B: presenca de frutos; C: colheita

dos ramos e folhas; D e E: talos com didmetro < 10 mm; F: separacdo das cascas

dos talos (coproduto); G: interior dos talos maiores, e; H: coproduto seco.
Figura 3. Etapas de producao do coproduto de llex paraguariensis.

Fonte: autora, 2023.
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4.2 Extracao de acidos clorogénicos e a otimizacdo multivariada

Para obter um extrato de matriz alimentar € necesséario estudar e avaliar
condicbes para o melhor aproveitamento e atingir melhores concentracfes do
composto ou compostos de interesse. A extracdo tem como objetivo obter
substancias ou fracfes ativas da matéria-prima de interesse e a forma de extracao
pode influenciar e acarretar em diferentes resultados. A otimizagdo pode ser
realizada através de um planejamento univariado, onde é analisado apenas uma
variavel por vez, ou em um planejamento multivariado, com duas ou mais variaveis
(NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2000). Planejamentos univariados demandam maior
tempo para obtencdo dos resultados, maior custo e ndo se pode relacionar a
interacdo das condicbes do experimento (CANDIOTI et al., 2014; PERALTA-
ZAMORA, MORAIS E NAGATA, 2005; TEOFILO & FERREIRA, 2006).

Planejamentos multivariados séao ferramentas importantes que podem vir a
auxiliar para determinar as possiveis interacfes de fatores, além de beneficios como
a reducao de experimentos. Consequentemente, ocorre a reducdo do tempo e dos
custos. Ainda, é possivel avaliar efeitos de interacdo e realizar predicdes
matematicas das condi¢des Otimas para obter melhores resultados, ou seja, extratos
com alta concentracdo de substancias (PERALTA-ZAMORA, MORAIS & NAGATA,
2005).

As variaveis de um processo de extracdo sdo determinantes no rendimento
dos compostos pela interacdo e sinergismo entre 0s mesmos nas respostas. Fatores
como o tipo de matriz, tempo de extracao, solvente, volume do solvente, temperatura
de extracdo, massa de amostra, tamanho de particulas, agitacdo, entre outros,
podem alterar o resultado final e alcancar 6timas concentragfes quando combinados
adequadamente (GEBARA et al., 2017; DA SILVEIRA et al., 2016; SOUZA, 2009).
Por isso € importante a realizacdo de estudos para analisar e definir as melhores
condicdes para extracdo de compostos fendlicos para cada matriz de forma

especifica.

Na é&rea alimenticia, diversos trabalhos utilizaram planejamentos
multivariados para otimizar os resultados como para a formulacao de bolo tipo muffin
com adicdo de derivados de café (SILVA et al., 2022), a extracdo a frio de café
arabica para obter um extrato rico em cafeina em um tempo menor (BARROSO et

al, 2022), a extragdo de compostos fenodlicos e antocianinas de frutos de jambol&do
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(DOS SANTOS et al., 2022) e simulacéo de preparo do chimarréo e do tereré a efeito
de comparacao da composicao fendlica e atividade antioxidante (SILVEIRA et al.,
2016).

A extragcdo de acidos clorogénicos pode ser realizada através de solugdes
aquosas, alcodlicas ou hidroalcéolicas, com tempo e temperatura combinados e
concentracdo de amostra utilizada. Nao ha procedimento padréo para todos os tipos
de matéria vegetal, podendo ser muito vantajoso para uma matriz, porém, para outra
ndo, devido as caracteristicas bioguimicas diferentes (CAVANHOLI et al., 2021;
CORREA et al.,, 2017; MURAKAMI et al., 2011). Entretanto, o uso de solucdes
alcodlicas ou hidroalcoolicas com determinados solventes pode ser limitante, para o
consumo humano e para aplicagdes na industria alimenticia, quanto a toxicidade
destes solventes, aumento de custos, alteracées sensoriais e/ou impacto ambiental
(MURAKAMI et al., 2011; RUESGAS-RAMON, FIGUEROA-ESPINOZA & DURAND,
2017).

O uso de solventes verdes € uma alternativa para reduzir as limitacoes e
estudos ja avaliaram o0 uso de agua como solvente na extracdo de compostos
fendlicos. O extrato aquoso de flores comestiveis de Theobroma speciosum
apresentou composi¢do de 640 mg GAE g~' em compostos fendlicos (MAR et al.,
2021), Komes e colaboradores (2010), em extracdo de fendlicos totais em cha verde,
utilizando agua detectaram 2560 mg/L de GAE em cha verde. Ainda ha poucos
estudos na area investigando a com extracdo aquosa da casca do coproduto de |I.

paraguariensis e possiveis aplicagdes em alimentos.

Quanto a técnica de extracéo, diversas alternativas podem ser utilizadas
para extracdo de &acidos fendlicos. As mais empregadas sdo a particdo com
solventes de elevada toxicidade (para fins analiticos e exaustivos). A particdo com
solventes verdes tem sido usada com auxilio de agitagdo com banho-maria, uso de
ultrassom, microondas e extracédo sub e super-criticas (GIL-MARTIN et al., 2022;
PANJA, 2018). Considerando a elevada facilidade de isomerizacdo e degradacao
dos acidos clorogénicos (constituintes majoritarios do coproduto) a extracdo por
ultrassom e microondas ndo se apresenta como uma técnica muito apropriada. As
extracoes sub e super-criticas demandam, ainda, alto custo de implementagéo,

embora apresentem resultados muito bons. Considerando que o propésito do estudo
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€ investigar um método de extracao rapido, de baixo custo e de facil implementacéo

pela industria, a técnica por agitacéo e banho-maria mostra-se como a mais indicada.

4.3 Ensaio de toxicidade em modelo in vivo de Galleria mellonella

O inseto Galleria mellonella (G. mellonella) pertence a ordem Lepidoptera,
da familia Pyralidae e subfamilia Galleriinae. Conhecida como a mariposa da cera,
seu desenvolvimento perpassa quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto - tornando-
se mariposa — com um ciclo de vida de 7 a 8 semanas (Figura 4) (CUTULI et al.,
2019; KWADHA et al., 2017). Dentre as vantagens desse modelo in vivo, destacam-
se o tamanho adequado para manipulacdo, baixo risco biol6gico, além de baixos

custos para a criagcéo e simplicidade na manutencao.

; | P‘
4 }

y
- ' . .'

Figura 4. Estagios do inseto Galleria mellonella.

Fonte: autora, 2023.

O sistema imunologico destes insetos € composto pela imunidade celular e
humoral sem a interferéncia da imunidade adquirida, semelhante a resposta imune
inata dos mamiferos (BROWNE, HEELAN & KAVANAGH, 2013; KWADHA et al.,
2017). A hemolinfa das larvas possui células semelhantes aos fagdcitos presentes
no sistema sanguineo dos mamiferos. A infeccdo pode ser induzida nas larvas
atraves de trés métodos, sendo eles a aplicagao tépica, oral ou por injecdo. O método
mais comumente utilizado é por injecao utilizando agulha especifica, inoculando uma
dosagem exata na hemolinfa do inseto (TZOU, DE GREGORIO, LEMAITRE, 2002;
FUCHS et al, 2010; TREVIJANO-CONTADOR, ZARAGOZA, 2014).

O uso da larva tem sido uma 6tima alternativa para testes toxicologicos em
modelo in vivo para estudar a resposta imune a patdgenos, antibioticos e

medicamentos, toxicidade de compostos e conservantes alimentares (ALLEGRA et
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al., 2018; DOLAN et al., 2016; MAGUIRE, DUGGAN & KAVANAGH, 2016; MEGAW
et al., 2015; MOYA-ANDERICO et al., 2021; VELLE et al., 2017). Em um estudo
utilizando oito conservantes de alimentos houve correlacdo positiva nos valores de

DLso no modelo de larvas de G. mellonellae em modelos de mamiferos (MAGUIRE,

DUGGAN & KAVANAGH, 2016).

4.4 Producao de fibras ultrafinas pela técnica de electrospinning

A nanotecnologia é uma ciéncia que envolve a producdo, processamento e
aplicacdo de materiais em escala nanométrica e desenvolvida em diversas areas,
como da medicina, em farmacos, alimentos, téxteis, além de dispositivos eletrénicos,
visando a melhoria de produtos e o desenvolvimento de novas tecnologias
(HUPFFER & LAZZARETTI, 2019; JAYAKUMAR et al., 2010; KIM et al., 2016; MEI
et al., 2013; PANTHI et al., 2017). Na area alimenticia, sdo desenvolvidas nanofibras
poliméricas para melhorar as propriedades funcionais desejaveis dos alimentos, bem
como manter a estabilidade fisico-quimica e as propriedades biolégicas funcionais
de compostos.

Para a producdo de fibras poliméricas pode ser utilizada a técnica de
electrospinning, que envolve a aplicacdo de um campo elétrico sob uma solucéo
polimérica, podendo ser utilizado diversos polimeros como material encapsulante.
Estudos relatam ser uma técnica eficiente, simples, versatil e bom custo-beneficio,
muito utilizada para a encapsulacdo de compostos bioativos (LIM, 2021) . Possui a
capacidade de proteger compostos que sao sensiveis a fatores ambientais, como a
luz, a temperatura e 0 oxigénio, ou para mascarar caracteristicas sensoriais
indesejaveis, como odores e sabores (LIM, 2021; LIM, MENDES & CHRONAKIS,
2019; PERSANO et al., 2013).

A eletrofiacdo é uma técnica muito versatil, pois, as propriedades da solucéo
e as condi¢cdes operacionais determinam a topografia da superficie, a morfologia da
fibra e a orientagcéo. Utilizam-se quatro configuracdes para o funcionamento desta
técnica: fonte de alta tensdo, agulha de aco inoxidavel, bomba de seringa e sistema
coletor aterrado (PERSANO et al., 2013) ilustrados na figura 5. A formagé&o das fibras
€ impulsionada por forcas eletrostaticas repulsivas. Inicialmente é aplicada a alta

tensao e baixa corrente, gerando um campo elétrico entre a extremidade do capilar
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(conectado a um eletrodo positivo) e o coletor (conectado a um eletrodo negativo).
Enquanto isso, a solugcédo polimérica é ejetada pela bomba - com a taxa de saida
determinada - através capilar. Na ponta do capilar, a solugédo polimérica é carregada
eletricamente e, pela repulsa das cargas, a gota esférica deforma-se e torna-se
cbnica, chamada de cone de Taylor. A solucéo é ejetada e ocorre o alongamento
das fibras, afinando-as, enquanto evapora o solvente. As fibras solidas se depositam
no coletor metélico ao final do processo (MENDES; STEPHANSEN; CHRONAKIS,
2017; SCHMATZ; COSTA & MORAIS, 2019; ZHANG et al., 2020).

[Nanoflbras

Solugao polimérica -l Capilar

I_'Al

&an Coletor metalico
Bomba de ejecao _;1_
® & y—;
0 & g — -
== <=
Fonte de alta tensao Cone de Taylor

Figura 5. Esquema de funcionamento da estac&o de electrospinning

Fonte: Mercante et al, 2021.

Os parametros da solugédo, assim como as condi¢cdes do processo de
eletrofiacdo e ambientais (Tabela 2), podem ser controlados e, assim, formar fibras
de diferentes morfologias com as caracteristicas desejadas para diversas aplicacdes
(ASHRAF et al., 2018; GONEN et al., 2016; MERCANTE et al., 2021).

Tabela 2. Parametros de solucao, condicBes do processo e condicbes ambientais

para a producao de fibras pela técnica de electrospinning

Parametros

Solucéo polimérica Viscosidade, concentragdo e condutividade elétrica

Processo de eletrofiagcdo Voltagem, distancia do coletor e fluxo de alimentacéo

Ambientais Temperatura e umidade relativa
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Fonte: Mercante et al., 2018, com adaptacdes.

Souza e colaboradores (2021) realizaram um planejamento multivariado 23
para estudar o efeito da variacdo dos parametros de processo para formacdo de
fibras com amido de cara. Observaram variacdo na morfologia, nos diametros das
fiboras — de 98 a 166 nm - e a presenca de deformidades na estrutura em alguns
ensaios. Ainda, dependendo das condi¢gbes utilizadas no estudo, ndo ocorreu a
formacgao de fibras, confirmando a necessidade da avaliacdo dos parametros. Na

condicao otima do planejamento, obtiveram fibras homogéneas e sem deformidades.

O polimero utilizado, a concentracao do acido e a concentracdo do material
encapsulado também alteram o0s aspectos reoldgicos da solucdo polimérica.
Fonseca e outros (2019) observaram que os parametros da solugao resultaram em
nanofibras com morfologia homogénea, sem a presenca de “beads”. Estes utilizaram
amido de batata, acido formico na solucao polimérica e 15% de acido félico como
material encapsulado, apresentando diametro médio entre 75 nm a 81 nm e

eficiéncia de encapsulacéo de 73 a 95%.

A escolha do material encapsulante é de extrema importancia para o
sucesso do encapsulamento. Dentre os polimeros naturais empregados encontram-
se a zeina, a gelatina, a ciclodextrina e amidos de diferentes fontes vegetais
(FONSECA et al., 2021; PANDEY et al., 2020; TANG et al., 2019). O amido vem
sendo estudado como material de parede na técnica de electrospinning para a
encapsulacao de compostos bioativos de alimentos (PIRES et al, 2022; CRUZ et al,
2021; FONSECA et al., 2019).

4.5 Amido

O amido é um carboidrato, formado por moléculas de glicose, produzido
pelas plantas como reserva de energia e encontrado em raizes, caules, folhas
sementes e frutos. Segundo a ANVISA, o amido é o produto amilaceo extraido de
partes comestiveis de cereais, tubérculos, raizes ou rizomas (BRASIL, 2005). Pode
ser produzido a partir de vérias fontes vegetais, como batata, milho, arroz, trigo,
mandioca, dentre outros. Quimicamente, o amido €& composto por carbono,
hidrogénio e oxigénio e possui a formula molecular (CsH100s) n.
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A sua estrutura € composta por cadeias lineares ou ramificadas de moléculas
de glicose interligadas por ligacbes a-1,4 ou a-1,6. O amido € formado pelos
polissacarideos amilose e amilopectina, que diferem em estrutura e funcionalidade.
A amilose € um polimero linear de glicose com ligagdes a-1,4, ao passo que a
amilopectina € um polimero ramificado de glicose com ligacdes a-1,4 e ramificacdes
do tipo a-1,6. As diferentes proporcdes destes componentes podem resultar em
granulos de amido com diferentes propriedades fisico-quimicas e funcionais
(FUENTES et al., 2019; SILVA et al., 2023; VANIER et al., 2017).

O amido é armazenado sob a forma de granulos (Figura 6) com organizacao
molecular, conferindo a caracteristica de semicristalino (YOUNG, 1984). Possui um
hilo (centro inicial de formacédo) e camadas alternadas de moléculas de amilose e
amilopectina, além de compostos nitrogenados, lipideos, proteinas e minerais
(FENNEMA et al., 2010). Nas camadas alternadas, a amilopectina faz parte da regido
cristalina, onde possuem cadeias mais organizadas, regido mais densa e maior
resisténcia a permeabilidade de dgua e acéo enzimatica. Na regidao amorfa, formada
por cadeias de amilose, as camadas possuem densidade e organizacdo menores,
que permite a penetragdo de agua entre elas. Ambas sao ligadas por pontes de
hidrogénio e envoltas por matriz proteicas. A viscosidade e o poder de geleificacédo
é influenciada pelas proporcdes de amilose e amilopectina (VIEGAS, 2016). A
molécula de amilopectina, pela alta quantidade de ramificacdes e, geralmente, maior
massa molar do que a molécula de amilose, pode apresentar mobilidade limitada
(ROLLAND-SABATE et al., 2012). O tamanho e a forma dos granulos s&o proprios
da planta de origem e podem influenciar no rendimento industrial e nas aplicacdes
tecnoldgicas (VIEGAS, 2016).
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Amilopectina

Amilose

Figura 6. Organizagéo e estrutura do granulo de amido.

Fonte: ALMEIDA, 2012.

O amido é amplamente utilizado na industria e conta como vantagens o baixo
custo, a facilidade de obtenc#o, além de comestivel e biodegradavel. E destinado
para o uso na industria alimenticia, farmacéutica e téxtil. Na area de alimentos, é
utilizado como agente espessante, estabilizante e emulsificante, afim de melhorar ou
alterar as caracteristicas e aumentar a vida de prateleira dos produtos alimenticios
(CUl et al., 2021; LIU et al., 2017; WIGATI et al., 2022).

Atualmente vem sendo estudado para aplicacdo em embalagens e como
material de parede para encapsulacdo de compostos bioativos de alimentos pela
técnica de electrospinning (CRUZ et al., 2021; FONSECA et al., 2019b; PIRES et al.,
2022). Entretanto, possui limitacbes no uso pela presenca dos grupamentos
hidroxila, conferindo propriedades hidrofilicas, que implicam na alta solubilidade de
agua, sensibilidade a umidade e propriedades mecanicas inferiores a outros
materiais sintéticos utilizados como encapsulantes (IMRE & PUKANSZKY, 2013;
KUZ & ATES, 2020).

Amidos com maior teor de amilose apresentam melhor comportamento em
virtude da conformacéo das hélices de amilose em estruturas de bobinas aleatorias,
com melhor emaranhamento, importante na formacédo de um jato estavel e formar
fibras aplicaveis em matrizes alimentares e embalagens (CRUZ et al., 2021;
FONSECA et al.,, 2019; FONSECA et al.,, 2020; MENDES, STEPHANSEN &
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CHRONAKIS, 2017). Por exemplo, fibras de amido de milho de alto teor de amilose
apresentaram regularidade, com estrutura lisa e continua (KONG & ZIEGLER, 2012),
assim como fibras de amido sollvel de batata para encapsular 6leo essencial de
tomilho, apresentando morfologia homogénea, alta eficiéncia de encapsulacdo —
99,1% a 99,8% - e alta protecdo dos compostos (FONSECA et al., 2020). A
curcumina também apresentou alta capacidade de carregamento, variando de
79,01% a 97,09%, maior estabilidade térmica e fibras com didmetro médio e 108 nm
a 142 nm (PIRES et al., 2022).

4.6 Amido de trigo

O trigo (Triticum aestivum L.) € o segundo cereal mais produzido no mundo
e, no Brasil, é cultivado nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (CONAB, 2017). O
trigo € uma das principais fontes de amido empregadas na industria de alimentos,
juntamente com o amido de milho, de arroz, de batata e de mandioca (TAKEITI,
2019). O gréo do trigo apresenta formato ovalado com extremidades arredondadas,
composto por trés partes: o pericarpo, o endosperma e o gérmen (Figura 7). O
endosperma representa cerca de 80% do peso do gréo, constituido majoritariamente
de carboidratos. O amido esta presente nesta regido, variando a quantidade de
acordo com o tipo de trigo e condi¢cdes de cultivo (GWIRTZ et al., 2014; CONAB,
2017).

ENDOSPERMA

o

PERICARPO
GERME

Figura 7. Estrutura do grao de trigo
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Fonte: Google imagens, com adaptacdes.

Os constituintes estao distribuidos pelo gréo e estao descritos na tabela 3.

Tabela 3 - Composicéo quimica do gréo de trigo integral, do farelo, do endosperma

e do gérmen (% base seca)

Parametro Grao integral Farelo Endosperma Gérmen
Peso 100 17 80 3
Carboidratos 82 61 88 56
Proteinas 12 11 10 26
Lipidios 2 5 1 10
Fibra total 2 14 >0,5 3
Cinzas 1,5 9 0,5 5

Fonte: Conab, 2017, com adaptacdes.

O amido de trigo é composto por dois tipos de granulos. Os granulos maiores
(> 10 pum) sao denominados do tipo A e os granulos menores (< 10 pm) denominados
do tipo B e possuem diferencas nas caracteristicas morfolégicas e quimicas (Kim e
Huber, 2008).0s granulos do tipo A apresentam morfologia na forma de disco ou
lenticular e os granulos do tipo B apresentam forma esférica. Quanto a composicao
quimica dos granulos, ha diferencas no teor de amilose, na ocorréncia de complexo
lipidio-amilose e no teor de fosforo. Além de diferengas nas estruturas moleculares,
diferindo as propriedades de intumescimento, de gelatinizacdo e de solubilidade
(BRUNI et al., 2020; CONAB, 2017; VANIER et al., 2019).

Trigos de diferentes cultivares podem apresentar distintos teores de amilose,
variando entre 22 a 35% (Halal, El et al., 2019). A variacdo dos atributos do gréo,
incluindo o rendimento de extracdo e o teor de amilose, estdo relacionados a
diferencas nas cultivares, nos gendétipos, nas condi¢cdes de plantacdo, condi¢cdes
climaticas, na forma de extracdo, dentre outros (SILVEIRA et al., 2020; WANG et al.,
2020; ZHANG et al., 2018). Como citado anteriormente, amidos com alto teor de
amilose sédo interessantes para o electrospinning, propiciando a producao de fibras
mais resistentes (CAO et al., 2022), o que torna o amido de trigo uma excelente

alternativa para o processo.

Na literatura, ainda ha poucos estudos utilizando o coproduto da poda de 1.
paraguariensis, necessitando de maior exploracdo do potencial uso e de sua
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aplicacdo em alimentos. Devido a necessidade de manutencéo de seus beneficios,
buscam-se alternativas que proporcionem a protecdo dos compostos fendlicos. O
uso de amido de trigo como polimero na técnica de electrospinning se mostra uma
importante alternativa para a encapsulacao dos compostos bioativos encontrados no

extrato do coproduto de |. paraguariensis
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5. ARTIGO 1: METODO VERDE PARA A EXTRACAO DE ACIDOS CLOROGENICOS
DO RESIDUO AGRICOLA DE ILEX PARAGUARIENSIS INEXPLORADO
COMERCIALMENTE
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Abstract

The external part of the residue generated during pruning of llex paraguariensis
(referred to as co-product) is rich in phenolic compounds, predominantly
chlorogenic acids. Despite this, this matrix has not been commercially exploited.
There are currently no standardized methods for the green extraction of
chlorogenic acids from this matrix, which would enable the application of these
compounds in food. In this study, a multivariate design and a univariate study
were employed to propose a green method for the extraction of a high quantity of
the six isomers of chlorogenic acids from the co-product of |. paraguariensis. The
extract obtained under optimal conditions, determined using desirability function,
was evaluated for its chlorogenic acid content, in vivo toxicity, reducing potential,
and antioxidant activity. After optimization, the study revealed a cost-effective
method: 0.25 g of the co-product is simply mixed with 30 mL of water, agitated in
a water bath at 30°C for 5 minutes, resulting in the extraction of 7.36 g of
chlorogenic acids from 100 g of the co-product. The extract showed an LDso at a
concentration of 5.8 g per kg of body weight and safe for ingestion up to 5.2 g/kg
in the Galleria mellonella model, corresponding to 0.36 kg for a 70 kg human. The
reducing capacity and antioxidant activity against DPPH and ABTS radicals were
equivalent to those obtained by other methods employing different solvents. The
optimized method is simple, fast, easy to apply, and high yield, allowing for its

large-scale application in the food industry.

Keywords: yerba mate, phenolic acids, multivariate optimization, toxicity.
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INTRODUTION

llex paraguariensis (l. paraguariensis) is a native plant of South America,
found in Paraguay, Argentina, and Brazil . During the harvest period of the
leaves and thin stems, which are raw materials for the production of yerba mate
for chimarrdo, tereré, and mate tea production, the plants undergo pruning to

reduce their height and facilitate the next Harvest 2.

Currently, approximately 5 tons of residue per hectare are generated,
corresponding to thick stems (with diameters larger than 10 mm), which are not
yet used in commercial products and are discarded due to their advanced
lignification state 3. Considering that in Brazil, in 2021, the harvested area was
68,616 hectares 4, approximately 344 tons of residue were generated. According
to Pagliosa et al. (2010) , this agricultural residue has high potential due to the

presence of secondary metabolites in its chemical composition.

The residues are composed of the internal part and the external part
(referred to as co-product here). The co-product corresponds to 30% of the total
volume (by mass) of the residue. Lorini et al. (2021) conducted the extraction of
bioactive compounds from the co-product using a methanol-water solution and
found that the composition is similar to that of the leaves. They quantified 11.8 g
of six chlorogenic acids (5-caffeoylquinic, 3-caffeoylquinic, 4-caffeoylquinic, 3,4-
dicaffeoylquinic, 3,5-dicaffeoylquinic, and 4,5-dicaffeoylquinic acids) in 100 g of
co-product.

In the scientific literature, chlorogenic acids have been consistently
associated with antioxidant, anti-inflammatory, and antimicrobial activities .
Furthermore, extracts of |. paraguariensis have been found to exhibit
hypolipidemic and hypocholesterolemic effects 8° hypoglycemic effects 10,
hepatoprotective properties 1212, and have shown effects on reducing LDL (low-
density lipoprotein) and increasing HDL (high-density lipoprotein) levels 13,
Moreover, they have demonstrated inhibitory effects on tumor cells . Thus, the
co-product from the harvest pruning of |. paraguariensis is an overlooked natural
source that can be a promising matrix for the extraction of chlorogenic acids for

incorporation in the food industry.



69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94
95
96
97
98
99
100
101

To achieve this, it is necessary for the compounds present in the extract
to maintain their chemical structure and biological function throughout the entire
extraction process. The extraction method can influence and lead to different
results *°. Indeed, the extraction methods for chlorogenic acids mentioned in the
literature include the use of solvents such as methanol, ethanol, and acetonitrile,
among others 817, However, the use of these solvents has disadvantages such
as increased costs, safety risks to handlers due to flammability and volatility,
incompatibility regarding toxicity for technological applications in food, and the
potential to cause sensory changes in the applied food product. Additionally, they

can generate waste with environmental impacts 1829,

The development of an extract from the co-product using green solvents
can be a safe alternative for utilizing the entire plant and can be used in food
matrices without posing risks to human health 2122, In addition to the extracting
solvent, other factors can significantly impact the final yield, such as extraction
time, volume of the extracting solution relative to the sample quantity, extraction
temperature, and particle size 2324, These factors should be carefully optimized
to maximize the extraction efficiency of chlorogenic acids from the co-product.
Multivariate designs are valuable tools that enable the optimization of a process
with a minimum number of experiments. They allow for the evaluation of
individual and interaction effects and facilitate mathematical modeling to
determine the optimal extraction conditions. By considering multiple variables
simultaneously, these designs help in efficiently exploring the parameter space
and identifying the most influential factors for achieving the desired extraction
outcome. This approach ultimately leads to significant time and resource savings

while maximizing the efficiency of the extraction process 2°26,

Regarding the extraction technique, the most commonly employed
methods for phenolic acids are solid-liquid partitioning with the aid of agitation
using a water bath, ultrasound-assisted extraction, microwave-assisted
extraction, and subcritical and supercritical extractions 27?8, Considering the high
susceptibility of chlorogenic acids to isomerization and degradation, ultrasound-
assisted extraction and microwave-assisted extraction may not be the most
suitable techniques. Subcritical and supercritical extractions can be costly to

implement, although they vyield excellent results. Considering the purpose of
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investigating a fast, low-cost, and easily implementable extraction method for

industrial use, the technique of agitation with a water bath is the most suitable.

Considering the above, this study aimed to optimize the aqueous
extraction of major chlorogenic acids from the co-product of I. paraguariensis in
less time and, consequently, lower costs, using water as solvent. In addition, to
investigate in vivo toxicity, reducing capacity and antioxidant activity against
DPPH and ABTS radicals of the extract obtained in the optimal extraction

condition.

MATERIAL E METHODS
Reagents

Ethanol (Neon, Suzano, Brazil), hexane and trichloroacetic acid
(Dindmica, Indaiatuba, Brazil) of analytical grade PA; formic acid (Sigma-Aldrich,
Darmstadt, Germany) and methanol (Honeywell, Wabash, USA) of
chromatographic grade were used. The standards of chlorogenic acids 3-
caffeoylquinic acid (3-CQA), 4-caffeoylquinic acid (4-CQA), 5-caffeoylquinic acid
(5-CQA), 3,4-dicaffeoylquinic acid (3,4-DQA), 3,5-dicaffeoylquinic acid (3,5-
DQA), and 4,5-dicaffeoylquinic acid (4,5-CQA) were obtained from Biopurify
(Chengu, China). Gallic acid P.A from Dinamica (Indaiatuba, SP, Brazil). The
MegaPurity® system from MecLab (Jacarei, Brazil) was used for water

purification.

The standards were diluted in methanol (1 mg mL-1) and stored in an
ultrafreezer at -70 °C for a maximum of two days. All solutions and mobile phases
were filtered using nylon membranes with a porosity of 0.22 um (Analitica, S&o

Paulo, Brazil).
Obtaining the residue

The residue from the harvest pruning of llex paraguariensis, Cambona 4
cultivar, was collected in Machadinho, RS, Brazil (27°32'35.5" S and 51°39'46.9"

W), in November 2022. The collection was performed randomly on 100 plants
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from a yerba mate plantation grown under full sun conditions. The residue had its
external part (epidermis) separated from the internal part (cortex and pith) using
a knife. The external part (co-product) was dried in an industrial tea dryer (Schifel,
Erechim, Brazil) at 135°C until it reached 5% moisture content and then crushed
to achieve a particle size of 50 mesh. The co-product was packed in sealed
plastic bags and stored at -18°C until further use. Access to the genetic heritage
of the plant is registered with the Brazilian Ministry of the Environment/National
System for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional
Knowledge - SISGEN (AEEC386). The sample was deposited in an herbarium of
the Institute of Biology of the Federal University of Pelotas (no. 26,978) to ensure

botanical identification.

Multivariate optimization and analysis of the extract obtained at the optimal

point.

A multivariate optimization was performed to obtain an aqueous extract
rich in chlorogenic acids. A central composite design 23 was employed for the
optimization, including central and axial points, according to De Barros Neto
(2010). The variables investigated were infusion time (5 to 60 min), extraction
water temperature (30 °C to 85 °C), and water volume (5 mL to 30 mL). For the
multivariate optimization, 250 mg of the sample was weighed into amber bottles.
Next, filtered water was added to the volume corresponding to the experimental
design. The tubes were hermetically sealed and placed in a magnetic stirring bath
at the temperatures and times specified by the experimental design. After the
specified time elapsed, the extracts were filtered using a 0.22 pum nylon
membrane and stored in Eppendorf tubes in a freezer until the time of analysis
(maximum 2 days) of chlorogenic acid isomers by high-performance liquid
chromatography (HPLC) coupled with electrospray ionization and quadrupole
time-of-flight mass spectrometry (ESI-QTOF-MS). All experiments were

conducted randomly and in triplicate.

The results were analyzed using Analysis of Variance to assess
significant effects and establish mathematical models with appropriate fit to
predict the optimal extraction conditions. The optimal extraction condition was

obtained using the Derringer and Suich desirability function (1980), which
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maximizes the simultaneous extraction of bioactive compounds. The
mathematically predicted optimal condition was experimentally executed in
triplicate, and the results of the chlorogenic acid content were compared with the
values predicted by the models using a t-test (95% confidence level). Based on
the results obtained from the models, a univariate design was conducted to
investigate the effect of the volume of the extracting solution. The extract obtained
under the optimal condition was lyophilized and subjected to toxicity analysis,

reducing capacity assessment, and antioxidant activity evaluation.

Methods of analysis
Chlorogenic acids

The analysis of chlorogenic acids, including 5-caffeoylquinic acid, 3-
caffeoylquinic acid, 4-caffeoylquinic acid, 3,4-dicaffeoylquinic acid, 3,5-
dicaffeoylquinic acid, and 4,5-dicaffeoylquinic acid, was performed using high-
performance liquid chromatography with a diode array detector (UFLC,
Shimadzu, Japan) operating at 325 nm. The system was equipped with an
automatic injector, a quaternary pump, and a Cogent 2.0 Bidentate C18 column
(MicroSolv Technology Corp., Leland, NC, USA) with dimensions of 2.1 mm i.d.,
100 mm length, and 2.2 um particle size. The column was maintained at a
temperature of 40 °C. The analysis method was based on the one described by
Lorini et al (2021).

The elution was performed using a gradient system starting with 99% of
solvent A (water acidified with 0.1% formic acid) and 1% of solvent B (methanol).
The gradient increased linearly until reaching 36% of solvent B at 35 minutes and
was maintained for 2.5 minutes. From 37.5 to 40 minutes, the gradient reached
100% of solvent B and was maintained for 1 minute for column cleaning
purposes. Next, the column was reconditioned with the initial mobile phase
composition for 5 minutes. The flow rate of the mobile phase was set at 0.2
mL/min, and the injection volume was 10 pL. The identification of chlorogenic
acids was performed by comparing the retention time, diode array detector (DAD)

absorption spectrum, and co-chromatography with an analytical standard.

The method validation included parameters such as limit of detection,

limit of quantification, linearity, precision within a day, and precision between
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days, following the guidelines of the International Union of Pure and Applied
Chemistry (Thompson, Ellison, & Wood, 2002). The validation results were found

to be suitable for the analysis.
Toxicity Assay

The toxicity assay was conducted using the Galleria mellonella in vivo
model, following the procedure described by Sardi et al. (2017). For the analysis,
the agueous extract was freeze-dried to prevent the degradation of chlorogenic
compounds, resulting in a yield of 27.98% of chlorogenic acids in dry mass. To
determine the lethal dose that kills 50% of the organisms (LDso), 11 dilutions of
the freeze-dried aqueous extract from the pruning residue of llex paraguariensis
were selected at concentrations of 10, 25, 40, 55, 70, 85, 100, 115, 130, 145, and
160 mg/mL, along with a control group treated with distilled water. Five randomly
selected larvae, weighing between 0.20 and 0.29 g, without signs of melanization,
were used. The mentioned concentrations were injected into the abdominal
hemocele (body cavity where the blood flows) of the larvae through the last left
proleg using a 10 pL Hamilton syringe (Hamilton, Reno, NV). The larvae were
incubated in petri dishes in a BOD incubator (ELETROIlab, S&o Paulo/SP) at 30°C
and monitored for survival after 24 hours, 48 hours, and 72 hours. The experiment
was conducted in triplicate, and larvae that exhibited melanization and/or lack of

movement upon touch were considered dead.
Reducing capacity

The reducing capacity of the extract was determined using the Folin-
Ciocalteu method, as described by Singleton and Rossi (1965), with
modifications. For this purpose, the extraction at the optimal point was initially
performed as described earlier. After extraction, the volumes were adjusted to 30
mL. An aliquot of 250 pL of the extract was taken and mixed with 1.25 mL of 0.2
mol/L diluted Folin reagent. The mixture was stirred for 10 seconds and allowed
to stand for 5 minutes. Then, 1 mL of 7.5% sodium carbonate solution was added,
followed by another 10 seconds of stirring. The solution was then kept in the dark

for 2 hours until the reading was taken. The reading was performed at 725 nm
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using a spectrophotometer (Molecular Devices, SpectraMax 190, United States

of America).
Antioxidant activity (DPPH and ABTS)

The antioxidant activity was evaluated by DPPH radical 3? and ABTS
radical 33 inhibition method. For the DPPH method, firstly, the solution was
prepared using 6 mg of DPPH in 25 mL of methanol and 10 mL of the solution
was diluted in 45 mL of methanol, and absorbance adjusted to 1.10 £ 0.02 at 515
nm. Afterward, 3.9 mL of the DPPH solution was added to 10 mg of the extract
and vortexed for 60 seconds. The mixture was then kept in the dark at room
temperature (25 + 2 °C) for 2 hours and 30 minutes. The absorbance was
measured at 515 nm using a spectrophotometer (Jenway Model 6705 Scanning
UV/Visible Spectrophotometers) with a quartz cuvette, and the result was
expressed as percentage inhibition according to Equation 1.

Abswhite— AbSsample
%) = = PZ x 100
) AbSwhite

Eql Inibition (

For the ABTS radical scavenging capacity, a stock solution of ABTS 7.4
mM (5 mL) was mixed with sodium persulfate 140 mM (88 uL) and kept in the
dark for 16 hours at room temperature (22 £+ 2 °C). After, the solution was diluted
in ethanol and adjusted to 0.70 = 0.05 nm measured at 734 nm. The samples (1
mg) were weighed in separate tubes, and then 3 mL of the ABTS solution was
added and agitated for 1 minute. The tubes were kept in the dark at room
temperature (24 + 3 °C) for 30 minutes, and the absorbance was subsequently
measured at 734 nm using a microplate spectrophotometer (SpectraMax 190,
Molecular Devices, USA). At the end of the reaction, the radical scavenging

capacity was also calculated using Equation 1.
Statistical analysis of data

The results obtained were analyzed using analysis of variance (ANOVA)
with a 95% confidence level using the Statistica 7.0 software (Tulsa, USA) and

Design Expert 6.0.4 software (Minneapolis, USA).
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RESULTS AND DISCUSSION

The coded and decoded variables, as well as the obtained responses in
the 23 multivariate experimental design for extraction condition optimization, are
presented in Table 1. It can be observed that there was a significant variation in
the total extraction (sum) and in each of the compounds when compared to the
extracted contents under different studied conditions (ranging from 1.72 to 8.90
g per 100 g for the sum). Table 2 presents the generated mathematical models,
as well as the F-values for model fitting and significance. It can be observed that
the variables time (A) and temperature (B) did not have a significant effect on the
extraction, indicating that any of the studied levels can be employed to achieve
maximum extraction. On the other hand, the variable volume of the extracting
solution (C) was significant for the extraction of all compounds. The increase in

the volume of the extracting solution showed a linear increase in the extraction.

For all the investigated responses, it was possible to establish linear
models to explain the behavior of the variable C. All the models did not show
evidence of lack of fit (p>0.05), as the calculated F- cacuated Were lower than the
F-criticat (11.2), which is 19.40. All the regressions were significant (p<0.05) as they
presented F- caiculated higher than the F- ciicar value (3.13), which is 3.41. All the
models generated random residuals. These characteristics indicate that these

models are capable of predicting the optimal extraction condition (Table 2).

The combination of mathematical models and prediction of the optimal
condition was performed using the desirability function described by Derringer
and Suich (1980). The criteria adopted (Table 3) were the maximum extraction of
compounds (both with importance 5), reduction of time and temperature for
reasons of cost-effectiveness and lack of significance (both with importance 3).
Furthermore, reducing the temperature is advantageous for preserving
thermosensitive compounds. For variable C (volume of extraction solution), no
restrictions were imposed, allowing the models to indicate the optimal volume for

maximum extraction of the compounds within the studied range.

In the same table, it can be observed that the combination of models
indicated that the optimal extraction condition, within the studied range, occurs

when using 30 ml of water (extraction solution), at the point +1.68, with agitation

10
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for 5 minutes (-1.68) at a temperature of 30 °C (-1.68), achieving 94% desirability.
The concentrations predicted by the models and the experimentally observed

values were statistically similar, with a 95% confidence level.

These parameters differ from the study by Silveira et al. (2017), which
investigated the optimal parameters for achieving maximum extraction of these
phenolic acids during the preparation of mate tea leaf infusions. The authors
observed that the best conditions were obtained when higher temperatures (95
°C) and the maximum extraction time studied (16 min) were employed. Although,
the matrix studied by Silveira et al. (2017) had a lower structural rigidity than the
coproduct, and the authors did not use agitation or maintain it in a water bath, as
they simulated the preparation of mate tea as done by consumers. Thus, it is
possible that the presence of constant agitation and controlled temperature

allowed for the use of milder conditions.

The optimized extraction condition allowed the extraction of 7.36 + 0.07
g of the six major isomers present in 100 g of the coproduct. The isomer that was
extracted in the highest quantity was 4,5-DQA, followed by 3,5-DQA, and the
monocaffeoylquinic acids 3-CQA, 4-CQA, and 5-CQA. These compounds have
proven biological action as hypolipidemic and hypocholesterolemic action 3537,
hypoglycemic action and improvement of insulin resistance in metabolic
syndrome 28, hepatoprotection 1%:3°, antiobesogenic action, with reduction of body
fat 494! anticancer action with reduction of colon cell proliferation 314
neuroprotection and attenuation of lung cancer-related 4> damage prostatic
carcinogenesis delay reducing the viability and proliferation of tumor cells 43 and

protection against small intestine lesions 44.

Given that the volume of the extraction solution had an impact on the
extraction and showed a linear model, a univariate study (Table 4) was conducted
to investigate its effect on the extraction when increased. It was observed that
increasing the extraction volume did not lead to an increase in the extracted
concentration. This result indicates that the volume of 30 mL already achieved

the maximum extraction that the established system allows.

In comparison to the study by Lorini et al. (2022) (2022) that investigated

the extraction of phenolic compounds using water and ethanol, which resulted in

11
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an extraction of 11.8 g per 100 g, our present study demonstrated an extraction
method that achieved 62.7% when compared to the authors' results.
Hydroalcoholic extracts generally exhibit higher vyields of total phenolics
compared to aqueous extracts 2*. This difference may be related to the presence
of ethanol due to its high capacity to permeate cell structures 2’. In terms of
practical aspects, ethanol is an undesirable solvent in some food applications and
administrations in the pharmaceutical industry, in addition to increasing the cost
of production. The method presented in this study demonstrates good efficiency
In extraction, shorter processing time, the use of mild temperatures, and high

scalability potential for industrial applications.

In the extraction of chlorogenic acids in Brazilian coffee in a water bath,
it is also possible to observe that the stirring time did not present a significant
effect, being used smaller ranges, favorable for the economy of the process 4.
With regard to temperature, these when at higher levels increase the solubility
and diffusion of the sample in the solvent, however, when too high can lead to

loss of solvent and degradation of thermosensitive compounds 4.

In comparison to other food matrices, Meinhart et al. (2019) investigated
the content of the six isomers of chlorogenic acids in food matrices. Root
vegetables such as purple sweet potato, cassava, and carrot have low levels of
chlorogenic acids, as well as broccoli and cauliflower. However, herbs such as

rosemary and bay leaf have higher levels.

Silveira et al. (2017) observed, in mate tea from leaves and thin stems,
that the greater volume of water as an extracting solution allowed greater
extraction of chlorogenic acids. According to Firmino et al. (2015), the proportion
of dry weight of the plant in relation to the amount of water used has a decisive
influence on the amount of total phenolic compounds in infusions, which

corroborates with the present study.

Toxicity Assay
Concentrations ranging from 0.4 to 6.4 g/kg were studied, and the lethal
dose was found to be 5.8 g/kg of extract, resulting in the death of 50% of the

larvae, as shown in Fig. 1.

12
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According to the Gosselin, Smith, and Hodge Scale °°, which classifies
LDso values for oral ingestion in humans, the LDso of the extract is considered
slightly toxic (LDso: 5-15 g/kg). Based on the experimental results, the safe dose
for consumption is up to 5.2 g/kg, which corresponds to an intake of 0.36 kg for
a 70 kg human. In studies using the in vivo model of G. mellonella, it was
observed that the essential oil from cinnamon leaves (Cinnamomum verum) is an
example of a food matrix that does not exhibit toxicity, as the application of the
undiluted concentration (1000 mg/mL) did not result in larval mortality 5.
However, propolis extract exhibits moderate toxicity (LDso: 0.5-5 g/kg) at a
concentration of 1.1 g/kg °2. The toxicity of I. paraguariensis was evaluated by
Andrade et al. (2012) in other in vivo models (rats). The authors concluded that
the administration of 2 g of dried yerba mate extract per kg of body weight of the
animal for 14 days did not pose any risks, as there were no effects on animal
survival, food and water intake, body weight, and no alterations in clinical signs,
biochemical, and hematological parameters of the animals. Since the immune
system of G. mellonella larvae is similar to the innate immune response of
mammals 54°°, its use has been a great alternative for toxicological testing in an

in vivo model.

Reducing capacity

In the analysis of the reducing potential, the aqueous extract of the
pruning coproduct of |. paraguariensis obtained under optimal extraction
conditions yielded 65.6 £ 0.41 mg GAE (gallic acid equivalent) per gram of
sample, demonstrating antioxidant activity and the capacity to inhibit or neutralize
oxidizing agents. Different results have been found in other studies. In the variety
of morphotypes of green yerba mate leaves, for example, levels ranging from
71.6 to 75.4 mg GAE per gram were reported °6, Furthermore, the use of aqueous
solutions and hydroalcoholic and acidified hydroalcoholic solutions on the leaves
has shown differences in the content of phenolic compounds (18.31 mg GAE per
gram, 13.27 mg GAE per gram, and 30.43 mg GAE per gram, respectively) °’.
The co-product of I. paraguariensis proves to be a source of phenolic compounds
with reducing potential, demonstrating itself as an alternative for the intake of
these compounds.

13
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Similar values are also found in the acetonic extract of coffee pulp and
coffee industrial waste (72.88 and 77.25 mg EAG g-1, respectively) %8, in the
ethanolic extract of Cordia verbenacia leaves (79.48 mg EAG g-1) %9, and lower

than the methanol: water extract of jambolan fruits (148.3 mg EAG g-1) .

Antioxidant activity - DPPH and ABTS

In the analysis of the antioxidant activity regarding the scavenging of
DPPH and ABTS radicals, the aqueous extract of the byproduct showed free
radical inhibition of 94.35% + 0.19 for DPPH and 99% =+ 0.44 for ABTS.

The DPPH method is based on the ability of antioxidants in the sample
to bind to the organic radical and reduce it. In the present study, the value
obtained was close to that found in leaves of mate exposed to sunlight and shade,
which showed 95% and 98% inhibition in the aqueous extract, respectively 6. On
the other hand, in the same study, the samples of leaves that underwent the
roasting process (240 °C) showed 11% inhibition of the DPPH radical, which can
be explained by the degradation of phenolic compounds at high temperatures.
Similarly, a lower inhibitory potential was observed in four commercial samples
of |. paraguariensis tea, with an average of 49.66%, due to the roasting process
they undergo 62, in extract from red onion peel with 85.0% inhibition 63, and in

acetone extract from coffee grounds with 15.1% inhibition 58,

The ABTS method is based on the capture of ions by the antioxidants in
the sample, leading to the inactivation of the cations and consequently
decreasing the absorbance. The aqueous extract of the byproduct showed a high
capacity for reducing ABTS cations, superior to that found in commercial dried
yerba mate leaves, with an average of 94% 4, and in extracts using dry mate
powder with tap water and deionized water, obtaining 19.97% and 21.64%,
respectively. Lower values are also found in jamboldo extract with 64% % , and

similar values in red onion peel extract with 96.8% 63,

The extract obtained in this study shows high inhibition of free radicals,
confirming its high antioxidant potential, similar to that found in leaves. It can be
used for various food purposes in the industry, with low cost and easy

obtainability. Natural antioxidants, such as phenolic compounds, can prevent
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food and packaging materials from deteriorating, thus extending the shelf life of

food products 8.

CONCLUSION

In this study, we have demonstrated that it is possible to obtain an edible
extract rich in bioactive compounds, with a focus on determining safe
consumption levels using the Galleria mellonella model. This extract is rich in
bioactive compounds that offer potential benefits to the human body. The extract
was obtained by a green method using 0.25 g of the dried coproduct and 30 mL
of extractant solution are conditioned in a water bath agitation at 30 °C for 5
minutes, with low cost and fast obtaining. The results obtained regarding the
reducing capacity and antioxidant activities, which are similar to those found in
leaves and fine stems of I. paraguariensis, highlight that the extract obtained from
the coproduct has great potential to be applied in food or beverages, making them
more functional and beneficial. Future studies hold promise in terms of enhancing
the preservation of its biological activity under processing and storage conditions,
such as encapsulating the compounds, as well as conducting assays on

bioaccessibility and bioavailability.
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Table 1 Coded and decoded variables and responses obtained in the multivariate design to obtain an extract from the co-product of

llex Paraguariensis.

CodedL\(/a ?/r;elasbies and Decoded Variables and Levels Concentration (g 100 g1) b
Test Temperature Volume

A B C | Time (min) C) (mL) 5-CQA 3-CQA 4-CQA 3,4-DQA 35DQA 45DQA Sum
1 -1 -1 -1 16,13 41,13 10,06 0,58 0,54 0,54 0,10 0,61 0,66 3,03
2 1 -1 -1 48,87 41,13 10,06 0,99 1,00 1,00 0,19 1,22 1,35 5,75
3 -1 1 -1 16,13 73,87 10,06 0,66 0,59 0,59 0,11 0,66 0,72 3,33
4 1 1 -1 48,87 73,87 10,06 0,57 0,52 0,52 0,11 0,55 0,63 2,89
5 -1 -1 1 16,13 41,13 24,94 1,39 1,27 1,27 0,25 1,62 1,80 7,60
6 1 -1 1 48,87 41,13 24,94 1,35 1,34 1,34 0,22 1,44 1,59 7,29
7 -1 1 1 16,13 73,87 24,94 1,35 1,25 1,25 0,29 1,57 1,84 7,56
8 1 1 1 48,87 73,87 24,94 1,38 1,28 1,28 0,37 1,47 1,78 7,56
9 -1,68 0 0 5 57,5 17,5 0,62 0,58 0,58 0,12 0,78 0,93 3,62
10 1,68 0 0 60 57,5 17,5 0,69 0,63 0,63 0,13 0,74 0,83 3,65
11 0 -1,68 0 32,5 30 17,5 0,61 0,57 0,57 0,11 0,70 0,79 3,34
12 0 1,68 0 32,5 85 17,5 0,99 0,92 0,92 0,25 1,03 1,25 5,37
13 0 0 -1,68 32,5 57,5 5 0,35 0,31 0,31 0,06 0,34 0,36 1,72
14 0 0 1,68 32,5 57,5 30 1,53 1,43 1,43 0,32 1,89 2,30 8,90
15 0 0 0 32,5 57,5 17,5 1,02 0,94 0,94 0,20 1,18 1,33 5,60
16 0 0 0 32,5 57,5 17,5 1,01 0,92 0,92 0,19 1,15 1,31 5,51
17 0 0 0 32,5 57,5 17,5 1,26 1,18 1,18 0,24 1,39 1,60 6,86

2 A: time (min), B: temperature (°C) and C: volume (mL); ® 5-CQA: 5- caffeoylquinic acids; 3-CQA: 3- caffeoylquinic acids; 4-CQA: 4- caffeoylquinic acids; 3,4-DQA:
3,4- dicaffeoylquinic acids; 3,5-DQA: 3,5- dicaffeoylquinic acids; 4,5-DQA: 4,5- dicaffeoylquinic acids.
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Table 2. Mathematical models, significant coefficients, adjustment test and significance of the models generated to explain the

behavior of the variables

Significant model coefficientes

Compounds Model (standard error) Lack of fit | Regress&o
) Intercept A B C A2 B2 C2 AB AC BC (F) | significance (F)

5-CQA Linear 0,96 0,34 2,32 12,60
(0,050) (0,056)

3-CQA Linear 0,90 0,32 2,19 11,31
(0,050) (0,055)

4-CQA Linear 0,90 0,32 2,19 11,31
(0,0503) (0.055)

3,4-DQA Linear 0,19 0,077 3,68 13,53
(0,012) (0.013)

3,5-DQA Linear 1,08 0,42 4,20 12,36
(0,061) (0,068)

4,5-DQA Linear 1,24 0,51 3,55 14,12
(0,070) (0,078)

Sum Linear 5,27 1,98 2,71 12,93

(0,29)

(0,32)

2 5-CQA: 5- caffeoylquinic acids; 3-CQA: 3- caffeoylquinic acids; 4-CQA: 4- caffeoylquinic acids; 3,4-DQA: 3,4- dicaffeoylquinic acids; 3,5-DQA: 3,5- dicaffeoylquinic
acids; 4,5-DQA: 4,5- dicaffeoylquinic acids; *A: time (min); B: temperature (°C); C: volume (mL).
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Table 3. Desirability criteria, optimal condition predicted by the models and the predicted concentration and experimentally

observed concentration

- o Optimal

Variables vaDri(lebel‘Jeasbglr% igtﬁéfrﬂﬂgén condjtion Predicteq Observgd
and Importance | predicted | concentration | concentrations
responses 2 I Lower | Upper (Codedand | (g100g™) (g 100 g™)
Goa limit | limit Decoded)

Ir'n”:r?) Minimize | -1,68 | 1,68 3 (élr’r?ii)

Temg,ecr;it”re Minimize | -1,68 | 1,68 3 (é%)’gg)

V(zlmuge Isinrange| -1,68 1,68 3 (3%)’?3_)
5-CQA Maximize 0,35 1,53 5 1,45 1,41+0,01
3-CQA Maximize 0,31 1,43 5 1,36 1,27+0,01
4-CQA Maximize 0,31 1,43 5 1,36 1,27+0,01
3,4-DQA Maximize 0,06 0,37 5 0,26 0,24+0,01
3,5-DQA Maximize 0,34 1,89 5 1,77 1,55+0,01
4,5-DQA Maximize 0,36 2,3 5 2,03 1,62+0,02
Sum Maximize 1,72 8,9 5 8,22 7,36+0,07

a 5-CQA: 5- caffeoylquinic acids; 3-CQA: 3- caffeoylquinic acids; 4-CQA: 4- caffeoylquinic acids; 3,4-DQA: 3,4- dicaffeoylquinic acids; 3,5-DQA:
3,5- dicaffeoylquinic acids; 4,5-DQA: 4,5- dicaffeoylquinic acids.



Table 4. Content of chlorogenic acids in different volumes of extracting solution.

Volume of water (mL) Concentration (g 100 g 1) 2
30 7,36 + 0,012
50 6,97 + 0,05
70 7,34 + 0,322
90 7,16 £ 0,252
110 7,34 £0,482
130 7,01 £0,172

aEqual letters indicate equal samples and different letters indicate that there is a significant difference using the Tukey test, 95%
confidence.
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Fig. 1 Graph of survival percentage in the analysis of toxicity in Galleria

mellonella larvae with agueous extract of llex paraguariensis within 72 hours.
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6. ARTIGO 2: ENCAPSULAMENTO DOS ACIDOS CLOROGENICOS DO COPRODUTO
DE ILEX P. EM FIBRAS DE AMIDO DE TRIGO POR ELECTROSPINNING

55
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Encapsulamento dos acidos clorogénicos do coproduto de I.

paraguariensis em fibras de amido de trigo por electrospinning

Yasmin Volz Bezerra Massaut, Alexandra Gomes Lizandra Rosas, Felipe Nardo
dos Santos, Laura de Vasconcelos Costa, Thais Regina Rodrigues Vieira,
Thamyres Cesar de Albuquerque Sousa, Igor Henrique de Lima Costa, Helen

Cristina dos Santos Hackbart, Adriana Dillenburg Meinhart

Resumo: A parte externa do residuo agricola da poda de colheita de llex
paraguariensis (coproduto de |. paraguariensis) € rica em acidos fendlicos,
porém, sensiveis a fatores ambientais como luz e temperatura, necessitando de
alternativas para preservar a atividade antioxidante. Nesse sentido, foi elaborado
um método para encapsular os acidos clorogénicos presentes no extrato
otimizado do coproduto de I. paraguariensis em fibras de amido de trigo pela
técnica de electrospinning. O extrato foi incorporado nas fibras ultrafinas em
diferentes concentragdes (0%, 5%, 10% e 15%). As fibras foram caracterizadas,
apresentando morfologias homogéneas, lisas e uniformes, com diametros
médios variando de 195 a 218 nm. As solucdes poliméricas aumentaram a
viscosidade e condutividade conforme o aumento da concentracdo de extrato,
aumentando o diametro médio das fibras. As fibras apresentaram eficiéncia de
encapsulamento entre 90,8% e 63,7%, atividade antioxidante frente aos radicais
ABTS e DPPH de 97% e 33,13%, nas fibras de 15% e 10% de extrato,
respectivamente. O extrato do coproduto apresentou maior estabilidade térmica
guando encapsulado, com diminuicdo da taxa de degradacdo pela andlise
termogravimétrica. A andlise de FTIR indicou a presenca de interacdes entre o
coproduto e o amido de trigo, com bandas caracteristicas e sugerindo
encapsulamento do extrato. O angulo de contato diminuiu ha medida em que
aumentou a adicao do extrato nas fibras. Os dados expressam o potencial uso
de fibras de amido de trigo para o encapsulamento do extrato do coproduto de |I.

paraguariensis e possivel aplicacdo em alimentos.

Palavras-chave: antioxidantes, compostos bioativos, residuo agricola, fibras

ultrafinas
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1 INTRODUCAO

Com a alta procura pelos consumidores por produtos mais saudaveis, a
indastria de alimentos busca desenvolver novas tecnologias para atender a
demanda e garantir alimentos mais nutritivos e seguros para o0 consumo humano
(OLIVEIRA et al., 2020). As fibras poliméricas sdo estruturas utilizadas para a
producdo de materiais em escala nano ou micrométrica e, na area alimenticia,
séo utilizadas para melhorar propriedades desejaveis nos alimentos, mantendo
a estabilidade fisico-quimica de moléculas, além da possibilidade da liberagcéo
controlada de compostos bioativos (MIN et al., 2022; KIM et al., 2016; MEI et al.,
2013; PANTHI et al., 2017).

A técnica de electrospinning € utilizada para a producdo de fibras
poliméricas e envolve a aplicacdo de um campo elétrico sob uma solucdo
polimérica. E uma técnica de alta eficiéncia, simples e bom custo-beneficio,
muito utilizada para a encapsulacdo de compostos bioativos, com a capacidade
de proteger compostos sensiveis a fatores ambientais e a mascarar
caracteristicas sensoriais indesejaveis (LIM, 2021; LIM; MENDES; CHRONAKIS,
2019; PERSANO et al., 2013). Os parametros utilizados na técnica podem ser
controlados, formando fibras de diferentes morfologias, conforme o desejado
(ASHRAF et al., 2018).

Diferentes materiais podem ser utilizados e dentre os polimeros naturais
empregados encontram-se a zeina, a gelatina, a ciclodextrina e amidos
(FONSECA et al., 2021; PANDEY et al., 2020; TANG et al., 2019). O amido é
abundante na natureza, possui baixo custo, facilidade de obtencédo, comestivel
e biodegradavel. Atualmente é estudado como material de parede na técnica de
electrospinning para a encapsulacdo de compostos bioativos de alimentos
(PIRES et al, 2022; CRUZ et al, 2021; FONSECA et al., 2019). No entanto,
possui limitacbes devido suas propriedades hidrofilicas e propriedades

mecanicas inferiores comparado a outros materiais.

Amidos com maior teor de amilose apresentam melhor comportamento
no processo de eletrofiagdo, pois a conformacéo das cadeias de amilose em
bobinas aleat6rias apresenta melhor emaranhamento, importante na formacao
de fibras (MENDES, STEPHANSEN & CHRONAKIS, 2017; FONSECA et al.,

2
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2019). Fibras de amido de milho de alto teor de amilose foram produzidas e
apresentaram regularidade, com estrutura lisa e continua (KONG & ZIEGLER,
2012), assim como fibras de amido sollivel de batata para encapsular 6leo
essencial de tomilho, apresentaram morfologia homogénea, alta eficiéncia de
encapsulacdo — 99,1% a 99,8% — e alta protecdo dos compostos (FONSECA et
al., 2020b). O amido de trigo possui alto teor de amilose, demonstrando alto
potencial para a producdo de fibras, entretanto, ainda néo foi estudado para a

encapsulacdo de compostos bioativos por electrospinning.

A llex paraguariensis € uma planta nativa da América do Sul, utilizada
principalmente em bebidas produzidas a partir de suas folhas e ramos finos (DE
GODOY et al., 2013; MESQUITA et al., 2021; VIEIRA et al., 2023). A planta
possui elevada concentracdo de compostos fendlicos, principalmente os acidos
fendlicos, e séo reportados os seus efeitos benéficos quanto a atividades
antioxidante, anti-inflamatoéria, hipolipidémica, hipocolesterolémico,
antimicrobiana, hipoglicemiante, anticancerigena e antiobesogénica (ALI et al.,
2017; GARCIA-LAZARO et al., 2020; KUNGEL et al., 2018; MESQUITA et al.,
2021; SANTIANO et al., 2023; UECKER et al., 2019).

Durante a colheita da |. paraguariensis € realizada a poda da planta,
objetivando reduzir sua altura para viabilizar a proxima colheita (LORINI et al.,
2021). Nesta poda séo gerados residuos, que correspondem a talos maiores que
10 mm de diametro, n&o utilizados ainda em produtos comerciais. Estudos da
casca do residuo (coproduto) demonstram o grande potencial pela presenca de
metabolitos secundarios (acidos clorogénicos), em quantidade semelhante ao
encontrado nas folhas e talos finos (PAGLIOSA et al.,, 2010). Os &cidos
clorogénicos sdo sensiveis a luz, a presenca de oxigénio e a temperaturas
elevadas, necessitando de alternativas que promovam maior estabilidade dos
compostos e mantenham sua funcdo biolégica ao longo de todo o
processamento  (BAKOWSKA; KUCHARSKA; OSZMIANSKI,  2003;
BAVARESCO, 2020).

Encontra-se na literatura técnicas de encapsulagédo para o extrato de I.
paraguariensis através do desenvolvimento de filmes biodegradaveis e

comestiveis utilizando fécula de mandioca (JARAMILLO et al., 2016) e
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eletrofiacdo de utilizando zeina como material polimérico (BRUNI et al., 2020).
Porém, ainda ndo ha relatos da producéo de fibras poliméricas a partir de amido
de trigo para a casca |. paraguariensis. Por este motivo, o objetivo deste estudo
foi produzir e caracterizar fibras de amido de trigo pela técnica de electrospinning
como alternativa para a protecdo e manutencdo dos &acidos clorogénicos

presentes no extrato aquoso otimizado do coproduto de |. paraguariensis.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Obtencéao do residuo

As cascas dos talos grossos para a obtencdo do residuo de |I.
paraguariensis foram adquiridas na Associacao de Produtores de Erva Mate de
Machadinho/RS/Brasil, da cultivar Cambona 4, em erval cultivado em pleno sol.
As amostras foram coletadas em novembro de 2022 (27°32'35.5"S e
51°39’46.9” W). As cascas passaram pelos processos de secagem em estufa a
135° C e foram trituradas até a obtencédo de granulometria média de 0,5 mm de
didametro. O residuo foi acondicionado em embalagens plasticas fechadas e

armazenadas em -18 °C até o momento de utilizag&o.
2.2 Preparo do extrato aguoso

Para a preparacao do extrato aquoso do coproduto de I. paraguariensis
foi utilizado o método descrito por Massaut et al., (2023), no qual 0,25 g de
coproduto e 30 mL de agua filtrada foram acondicionados em frascos ambar
hermeticamente fechados. Os frascos foram levados a um banho maria & 30 °C,
sob agitacdo magnética, durante 5 minutos. Os extratos foram filtrados em papel
fillro e congelados para, apés, serem liofilizados. Os liofilizados foram

armazenados em freezer a -18 °C até o momento da utilizacao.
2.3 Extrac&o do amido de trigo, rendimento, umidade e amilose

O amido de trigo foi extraido de acordo com o método descrito por
BARANZELLI et al.,, (2018), com adaptacdes. A farinha de trigo (Tordilho,
Pelotas, Brasil) foi adicionada de solucao salina na proporc¢éo 2:1, p/v (1000 g

4
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de farinha e 500 mL de solucéo de cloreto de sédio 2%) e deixada em repouso
em um recipiente coberto com agua destilada por aproximadamente 30 min.
Transcorrido o tempo, a massa foi lavada com agua destilada até a completa
remocao do amido. A suspensao de amido foi filtrada em uma tela de malha de
200 ym. O filtrado foi centrifugado a 6500xg por 10 min e removida a camada
superior. O material decantado foi novamente suspenso em agua destilada. Este
procedimento foi realizado trés vezes. O amido foi seco em estufa com circulagéo
de ar a 40 °C e, ao final, o amido foi moido em moinho de facas, peneirado em
tela de malha de 200 ym e armazenado em recipiente plastico vedado até o
momento do uso. O rendimento de extracao foi determinado pela razdo entre a
guantidade total de farinha e a quantidade final de amido extraido, expressos em

porcentagem.

A umidade do amido foi determinada através do método de ADOLFO
LUTZ (1985) em triplicata. O teor de amilose foi determinado seguindo o método
de Chen et al., (2021) com adaptacdes. Inicialmente foi pesado 30 mg de amido
de trigo e disperso totalmente em tubo de ensaio com 400 yL de solugdo de
etanol 95% e 3,6 mL de solugéo de hidréxido de sédio 1 M. Foi homogeneizado
durante 10 segundos em vértex e, em seguida, a mistura foi aquecida em banho
maria fervente durante 10 minutos para a gelatinizacao total do amido. Apds,
resfriou-se a temperatura ambiente e adicionou-se 25 mL de &gua deionizada.
Apos, foi adicionado 3,8 mL de solugdo de Lugol (2,00 g de iodeto de potassio e
0,200 g de iodo por 100 mL de solucdo) em 200uL de solugéo de teste, foi
agitado e ficou em repouso por 10 min. A absorbancia da solucéo foi medida a
620 nm ajustando o espectrofotometro (Molecular Devices, SpectraMax 190,
Estados Unidos da América) para zero com hidroxido de sédio 0,09 M. A curva
padrao foi feita a partir de padrdo de amido de batata, de teor de amilose
conhecido. O teor de amilose na amostra foi calculado de acordo com o valor de

absorbéancia e a curva padrao.

2.4 Producéo de fibras de amido de trigo pela técnica de electrospinning

2.4.1 Preparo das solugfes poliméricas

Inicialmente, foram realizados testes preliminares com diferentes

concentracbes de amido de trigo e dos parametros para definir as melhores
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condicGes do processo. Para isso, foram preparadas solucdes poliméricas de
amido de trigo sem adicao de extrato nas concentracoes de 15%, 20% e 30%
(m/v) em acido formico a 75% e 85% (v/v, em agua ultrapura) e homogeneizadas
durante 24 h para a completa gelatinizagdo do amido. Foram eletrofiadas em

estacao de electrospinning e analisadas em microscopio a formacao de fibras.

Apos definidos os parametros, foram preparadas as solu¢cdes de amido
conforme citado e, depois de transcorrido o tempo, adicionadas concentracdes
de extrato liofilizado de coproduto de I. paraguariensis e homogeneizadas
durante 30 min até a completa dissolugdo. As concentragdes utilizadas foram
0%, 5%, 10%, 15%, 20% e 30% - onde 0% foi a solu¢ao controle, sem adicédo do
extrato de I. paraguariensis. Foi realizado o processo de eletrofiacéo e as fibras
resultantes analisadas em microscépico e definidas a concentracdes a serem

utilizadas.

2.4.2 Caracterizacdo das solucdes poliméricas - viscosidade e

condutividade

As solugdes poliméricas do controle e com as concentracdes de extrato
de |. paraguariensis foram caracterizadas pela condutividade elétrica, utilizando
5 mL de cada solucédo polimérica, com medidas realizadas em triplicata a
temperatura ambiente (20 £ 1 °C) em condutivimetro (Tecnopon, mCA 150P,

Brasil).

A viscosidade aparente das solugbes poliméricas foi realizada com
auxilio de um viscosimetro digital (Brookfield, DV-Il, EUA). Para essa analise,
utilizou-se o spindle n° 18 acoplado ao equipamento e, aproximadamente, 10 mL
de cada solucéo polimérica, com medidas realizadas em triplicata a temperatura
ambiente (22 + 1 °C).

2.4.3 Eletrofiacéo das fibras pela técnica de electrospinning

A producéo das fibras foi realizada em uma estacado de electrospinning
composta por uma fonte de alimentacéo de alta tenséo (INSTOR, INSES-HV30,
Brasil), bomba de infuséo de seringas (KD Scientific, Model 100, Holliston, UK)

e um coletor de aco inoxidavel coberto com folha de aluminio para a deposicéo
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do material. As solucdes poliméricas foram dispostas individualmente em seringa
de plastico de 3 mL acoplada a uma agulha de aco inoxidavel de 0,8 mm de
diametro. Os parametros definidos e utilizados para o processo de eletrofiagéo
foram: vazdo de bombeamento das solugdes poliméricas em 0,80 mL/h, tenséo
aplicada de 23 kV e distancia de 20,5 cm, conforme definido apds os testes
preliminares citados na sec¢ao de preparo das soluc¢des poliméricas. A umidade
relativa foi controlada em 45 + 5% utilizando um desumidificador e temperatura
ambiente de 23 + 2 °C.

2.4.4 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras

A morfologia das fibras com e sem extrato de coproduto de |I.
paraguariensis foi realizada por microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Jeol,
JSM - 6610LV, EUA). Foram retiradas uma por¢cdo do material depositado em
papel aluminio e fixadas em porta amostra com fita de carbono dupla face,
recobertas com ouro utilizando um metalizador (Sputtering, Denton Vacuum
Desk V, EUA) e analisadas com uma aceleracdo de tensdo de 10 kV. Foram
capturadas micrografias em magnitudes de 1.000x e 5.000x. O diametro médio
e a distribuicdo de tamanho das amostras foram obtidas através das imagens
com base na medicdo de setenta fibras selecionadas aleatoriamente, utilizando

0 programa ImageJ (versao 2015).
2.4.5 Eficiéncia de encapsulamento

A eficiéncia de encapsulamento (EE) das fibras de amido de trigo
encapsulados com extrato de |. paraguariensis foi avaliada conforme o método
descrito por Cruz et al., (2023), com adaptacdes. As amostras de fibras foram
pesadas 10 mg e adicionado de 800 pL de solucéo de acido férmico (75%, em
agua ultra pura, v/v). A mistura foi homogeneizada em vértex durante 2 min e,
posteriormente, foi adicionado 2,2 mL de solucdo de acetonitrila:agua ultra pura
(1:1 v/v), homogeneizado em vortex durante 30 s e centrifugado durante 10 min,
a 4 °C e 6000 rpm. As amostras foram analisadas em espectrofotdmetro (Jenway
Model 6705 Scanning UV/Visible Spectrophotometers) a 325 nm. A identificacéo

dos compostos presentes nas fibras foi confirmada pela comparagdo com o
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composto ndo encapsulado. A EE foi apresentada em porcentagem (%) e

calculada conforme a Equacéo 1:

Quantidade de composto—quantidade nas fibras
Quantidade real de composto

Eql EE (%) = x 100

2.4.6 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

A analise de espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR — Fourier Transform Infrared Spectroscopy) das fibras e do
composto puro (coproduto de I. paraguariensis) foi realizada na Central Analitica
da Universidade Federal de Pelotas. O equipamento foi previamente calibrado
de acordo com as especificacdes do fabricante. As analises foram realizadas em
equipamento FTIR IRAffinity-1 (ATR, Shimadzu), em resolugcdo de 400 -
4000 cm. Uma quantidade de amostra suficiente para cobrir o cristal do
equipamento foi adicionada e realizadas 60 varreduras com apodizagdo na
funcdo Happ-Genzel. Para aquisi¢cao dos dados, expressos em numero de onda,

foi utilizado o programa IRsolution versédo 1.60 (Shimadzu Corporation).
2.4.7 Andlise termogravimétrica (TGA)

A andlise para as curvas termogravimétricas foi realizada na Central
Analitica da Universidade Federal de Pelotas. O equipamento foi previamente
calibrado de acordo com as especificacdes do fabricante. Para a analise, foram
utilizadas aproximadamente 5 mg das amostras - das fibras, do amido puro e do
composto puro (extrato liofilizado do coproduto) - e acondicionadas em suporte
de a-alumina aberto (Shimadzu). As andlises foram realizadas em equipamento
TG-60 (TA-60WS, Shimadzu, Kyoto, JP), sob atmosfera de nitrogénio com vazao
de 50 mL/min, temperatura inicial de 30 °C, taxa de aquecimento de 10 °C/min
até alcancar a temperatura final de 600 °C. Para aquisicdo dos dados,
temperatura inicial (Tponset), temperatura maxima do evento (Tpn), variacdo de
temperatura (AT), perda de massa (Amn) e massa do residuo (Amg), foi utilizado

o programa TA-60WS versao 2.20 (Shimadzu Corporation).

2.4.8 Angulo de contato das fibras
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As fibras de amido de trigo incorporadas com diferentes concentracdes de
extrato de coproduto de I. paraguariensis, foram avaliadas em relacdo a sua
propriedade de molhabilidade, através da técnica de gota séssil, avaliando o
angulo de contato estatico (0) por tensidmetro 6ptico Theta Lite (Biolin Scientific,
modelo TL100, SE). Para avaliacdo do 6, entre a membrana das fibras e a agua
ultra pura, foi gotejado 7 pyL (n = 3) sobre a superficie de laminas de vidro
contendo as amostras de fibras. Foi registrada a absorcao da agua pelas fibras
através de camera digital do préprio equipamento no modo 20 FPS (quadros por
segundo), do tempo zero até 20 s. A agua ultra pura, obtida em sistema de
purificacdo de agua (Milli-Q®, Synergy®, CA), foi utilizada como um liquido

modelo.
2.4.9 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do coproduto de |[. paraguariensis nao
encapsulado e das fibras com e sem o coproduto, foram avaliadas frente ao
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) e ao radical 2,2'-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS).

O método para avaliar o poder redutor por DPPH, foram pesadas 1 mg
de amostras em tubos de centrifuga e adicionado 3,9 mL de DPPH (preparado
com metanol e absorbancia ajustada em 1,10 + 0,02), e agitadas durante 30 s
em vortex. Apds, foram mantidas durante 2 h e 30 min no escuro a temperatura
ambiente (22 + 2 °C). A absorbancia das amostras foi medida em
espectrofotdbmetro a 515 nm (Jenway Model 6705 Scanning UV/Visible
Spectrophotometers). A atividade antioxidante frente ao radical DPPH foi

calculado e expresso em % de inibicdo usando a Equagéao 2:

e~ Abs — Abs,
Eq2  Inibigdo (%) = ——Lrance——amostra y {()()
AbSpranco

Para a atividade frente ao radical ABTS, 5 mL da solucdo estoque de
ABTS (7,4 mM) foi misturada com 88 uL de persulfato de sédio (140 mM) e
mantida no escuro durante 16 h a temperatura ambiente (22 + 2 °C). Apoés, a
solucao foi diluida com etanol para ajustar a absorbancia entre 0,70 + 0,05 nm,

em 734 nm. Foram pesados 1 mg de amostra em tubos de centrifuga e
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adicionado 3 mL da solucdo de ABTS. Em seguida, foram misturadas durante 30
s em vortex e deixadas no escuro durante 30 min em temperatura ambiente (22
+ 2 °C). A absorbancia das amostras foi medida a 734 nm (Jenway Model 6705
Scanning UV/Visible Spectrophotometers) e o0s resultados expressos em

percentual de inibicdo conforme a Equacéo 2 utilizada para DPPH.
2.4.10 Anélise estatistica

Os resultados foram tratados através da andlise de variancia (ANOVA)
do programa Statistica versao 7.0, pelo teste de Tukey com nivel de significancia
de 95%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Rendimento, umidade e teor de amilose do amido de trigo

Foram realizadas as andlises referentes ao amido de trigo. A extracédo
do amido obteve 41,68% de rendimento a partir da farinha de trigo. O amido é o
componente principal do endosperma, representando, em um gréo inteiro, cerca
de 70 a 75%, sendo o restante formado por proteinas (DELCOUR e HOSENEY,
2010; FILIP et al., 2023).

O amido de trigo apresentou 7,49% de umidade. Segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) as farinhas, amido de cereais e farelos
devem ter umidade maxima de 15,0% (g /100 g). O teor de amilose do amido de
trigo a partir da farinha, neste estudo, foi de 31,55%. Baranzelli (2018) investigou
0 teor de amilose em trigo ndo germinado e trigo germinado em diferentes
tempos apresentando de 30,81% a 35,56%. Trigo de diferentes cultivares podem
apresentar teores de amilose de 22 a 35% (EL HALAL et al., 2019). A variacéo
dos atributos do gréo, incluindo o rendimento de extracdo e o teor de amilose,
estdo relacionados a diferencas nas cultivares, nos genétipos, nas condi¢des de
plantacéo, condicdes climaticas, na forma de extracéo, dentre outros (SILVEIRA
et al., 2020; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2018).

10



306
307
308
309
310
311
312

313
314
315
316
317
318

319

320
321
322
323
324
325
326

327
328
329
330
331
332
333
334

335
336

Amidos com alto teor de amilose sado interessantes para a producédo de
fibras, pois, segundo Kong e Ziegler (2012), as moléculas de amilose penetram-
se umas nas outras e podem ser bem emaranhadas devido a conformacédo das
hélices em estruturas de bobinas aleatérias. Entretanto, conforme menor
conteudo de amilose, os componentes da amilopectina predominam e dificulta o
emaranhamento, devido seu volume. Amidos com alto teor de amilose propiciam

melhor eletrofiagdo, com fibras mais resistentes (CAO et al., 2022).

Vasilyev, Vilensky & Zussman (2019) avaliaram o efeito do teor de
amilose nas propriedades reoldgicas e eletrofiacdo de solugbes com amido de
milho e apontaram que amidos com alto teor de amilose sdo mais propicios a
eletrofiacdo; as fibras resultantes demonstraram alta resisténcia, rigidez e
influenciaram no didmetro médio das fibras. Entretanto, as fibras com alto teor

de amilopectina eram mais fracas e quebradicas.
3.2 Solucdes poliméricas

Inicialmente, foram avaliados os parametros para definir quais as
melhores condi¢Bes para produzir fibras. Foram produzidas solucdes poliméricas
teste, nas quais se variaram os parametros da concentracdo da solucédo de
amido (15%, 20% e 30% de amido e 75% e 85% de acido férmico). Do mesmo
modo, avaliaram-se o0s parametros do processo, variando a vazdo de
bombeamento (0,8 e 1,0 mL/h) (Figura 1). A distancia e a tensao foram fixadas
em 20,5 cm e 23 kV, respectivamente, também em testes preliminares.

A avaliagcdo foi realizada visualmente através de microscopio,
observando as condicGes em que produziram fibras mais finas, em maior
volume, mais homogéneas e sem a presenca de aglomerados. A solucéo
escolhida, para seguir o processo, foi onde se utilizou a concentragdo de 15%
de amido de trigo e 75% de &cido formico. A seguir, foram produzidas fibras em
diferentes concentracdes do extrato liofilizado de coproduto de |. paraguariensis
(5%, 10%, 15%, 20% e 30%), para definir as concentracfes a serem utilizadas

neste estudo (Figura 2).

Foram escolhidas as concentracdes de 5%, 10% e 15% de coproduto de

|. paraguariensis. Em resumo, os parametros do processo utilizados para a
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producdo das fibras de amido de trigo incorporados de coproduto de |I.
paraguariensis foram: vazao de bombeamento das solu¢des poliméricas em 0,80
mL/h, tenséo aplicada de 23 kV e distancia de 20,5 cm. A umidade relativa foi
controlada em 45 + 5% utilizando um desumidificador e temperatura ambiente
de 23+ 2 °C.

3.3 Caracterizacao das solucdes poliméricas
3.3.1 Viscosidade e condutividade

A tabela 1 apresenta os resultados de algumas propriedades elétricas e
reolégicas das solugdes poliméricas de amido de trigo contendo diferentes

concentracfes de extrato de coproduto de |. paraguariensis.

Analisando os valores apresentados, podemos observar que a
condutividade elétrica (EC) das solu¢des de amido de trigo aumenta a medida
gue a concentracdo de extrato de coproduto de I. paraguariensis é aumentado
passando de 2,69 mS/cm para 2,89 mS/cm, 3,14 mS/cm e 3,45 mS/cm das fibras
de 0%, 5%, 10% e 15%, respectivamente. Isso pode estar relacionado a
presenca de componentes condutivos dos extratos incorporados nas fibras de I.

paraguariensis.

A condutividade da solu¢do permite a passagem das cargas elétricas
facilitando a interacdo entre a solucdo e o coletor, além de promover o
alongamento do jato polimérico, no qual é dependente da capacidade da solugéo
em transportacao das cargas (COSTA et al., 2012). Quando a condutividade é
mais elevada, ocorre maior mobilidade dos ions da solucdo e, com a aplicacao
do campo elétrico, tendem a ser direcionados com maior facilidade, resultando
em maior alongamento do jato, reduzindo o diametro das fibras e evitando a
presenca de aglomerados (ANTUNES et al., 2017; MERCANTE et al., 2021). O
aumento da condutividade ndo prejudicou o processo, mantendo a formacao de
jatos estaveis e continuos, porém, ocorreu aumento diametro média das fibras,
gue pode ser justificado pelo aumento da viscosidade aparente ou outros fatores

do processo.
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Em relacao as propriedades reoldgicas, ou seja, a relacao entre a tensao
aplicada e a taxa de deformacé&o das solucdes, pode-se perceber que em relacéo
a tensdo de escoamento (T0O), ndo houve diferenga significativa (p<0,05), no
entanto, os valores diminuem a medida que a concentragdo de extrato de
coproduto de |. paraguariensis aumenta, o que significa que é necessaria uma
menor forca para iniciar o escoamento conforme se adiciona mais extrato. Em
relacdo ao indice de consisténcia (k), o qual também néo apresentou diferenca
significativa (p<0,05) os valores tiveram um aumento a medida que a
concentracéo de extrato de coproduto aumenta isso indica que a viscosidade da
solucdo aumenta com a adicdo de mais extrato. Por fim, no indice de
comportamento de fluxo (n) percebe-se que os valores se mantém préoximos de
1 para todas as concentragdes testadas, sendo o maior valor, na concentracao
de 15%, isso sugere que o comportamento reoldgico das solugdes é proximo ao

newtoniano, independentemente da concentracéo de extrato de coproduto.

A viscosidade de uma solucdo aumenta a medida que ocorre aumento
da sua concentracdo, resultando em maior emaranhamento das cadeias,
estabilizando o jato para a formagé&o das fibras (COSTA et al., 2012). Apesar do
aumento da viscosidade das solucfes, nao foi suficiente para impossibilitar o
processo de eletrofiacdo, ocorrendo apenas o aumento do diametro médio das
fiboras resultantes. Solugbes de baixa viscosidade afetam o grau de
emaranhamento das cadeias do polimero instabilizando o jato, podendo causar
a formacdo de fibras ndo continuas ou um espalhamento eletrostético,
ocasionando particulas esféricas e/ou ndo esféricas, viavel este método para a
producdo de capsulas por electrospray. No caso de solucbes com alta
viscosidade, o processo de estiramento do jato é dificultado, aumentando o
didmetro médio e o aparecimento de aglomerados denominados “beads” (WANG
et al., 2009).

O moddulo de armazenamento (G') e 0 modulo de perda (G") em fungéo
da frequéncia (0-10 rad/s) das solu¢des poliméricas foram analisados e estao
apresentados na figura 3. Em todas as concentra¢cdes o modulo de perda (G")
foi maior que o mdédulo de armazenamento (G') em toda a faixa de frequéncia,

onde o comportamento viscoso dominou sobre o comportamento elastico,
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corroborando com o comportamento reolégico analisado em solucdes
envelhecidas de amidos de milho com diferentes teores de amilose e em
nanoparticulas de amido de trigo, que relatam que amidos com comportamento
Viscoso apresentam maiores viscosidade aparente e diametros hidrodinamicos
(HERRERA; VASANTHAN; CHEN, 2017).

3.3.2 Morfologia e distribuicdo de tamanho das fibras

A morfologia e a distribuicdo de tamanho das fibras de amido de trigo
com e sem adicdo de extrato de coproduto de I. paraguariensis (0%, 5%, 10% e
15%) estédo retratadas, através das micrografias (A, B, C e D), na Figura 4. As
condicbes empregadas no processo proporcionaram a formacdo de fibras
ultrafinas homogéneas, cilindricas, continuas, lisas e sem a presenca de
aglomerados (“beads”). A encapsulacéo do extrato nas diferentes concentracdes
ndo demonstrou alteracdo nas caracteristicas morfologicas, demonstrando que

a incorporacao do extrato ndo afetou negativamente a formacéo de fibras.

Os diametros médios das fibras apresentaram leve aumento com a
incorporacédo do extrato nas solugbes. O amido de trigo puro apresentou
didmetro médio de 195 nm, quando adicionado 5% de extrato o diametro médio
foi para 218 nm, havendo queda nas concentracdes de 10% e 15%, com 214 nm

e 204 nm, respectivamente. Através da Analise de Variancia (ANOVA),

Os diametros médios das fibras apresentaram um leve aumento com a
incorporacdo do extrato nas solugbes. O amido de trigo puro apresentou
didmetro médio de 195 nm, quando adicionado 5% de extrato do coproduto, o
diametro médio apresentou valor de 218 nm, havendo uma queda nas
concentragbes de 10% (214 nm) e 15% (204 nm). Através da Analise de
Variancia (ANOVA), foi observada uma diferenga significativa (p<0,05) no
didametro das fibras entre os tratamentos 0% (195 nm) e 5% (218 nm), e também

entre 0% (195 nm) e 10% (214nm), demonstrando um aumento.

Fonseca e outros (2019) observaram que, ao incorporar 6leo de
carvacrol em fibras de amido de batata e alterando parametros tanto da solucao
como do processo, pode-se obter melhoria na producao de nanofibras, tornando

as solucdes mais eletrofiaveis e sem a presenga de “beads”.
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3.3.3 Eficiéncia de encapsulacéo

A eficiéncia de encapsulacao das fibras de amido de trigo com extrato
do coproduto de I. paraguariensis apresentaram valores de 90,8% + 6,24, 68,2%
+ 11,8 e 63,7% + 9,96 para as fibras com 5%, 10% e 15% de extrato,
respectivamente. Esses resultados foram obtidos em duas produg¢des diferentes
de fibras, analisadas em triplicata, com um intervalo de dois meses entre as

producdes, mostrando resultados proximos.

Os resultados evidenciam que a eficiéncia declina a medida que
aumenta a concentracdo de extrato do coproduto de |. paraguariensis, fato
ocorrido similarmente em fibras de amido de batata soltvel encapsulados com
extrato da casca de pinhao, onde diminuiu a eficiéncia conforme aumentado a
guantidade de extrato, podendo estar ligado a auséncia de material
encapsulante para complexar os compostos (FONSECA et al., 2020a).

3.3.4 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

O extrato liofilizado do coproduto de erva mate apresentou bandas
caracteristicas de polifenéis (figura 5), sendo uma banda em 3310 cm* (vO-H
sobreposto a vN-H), referente a hidroxila presente em compostos como &cido
clorogénico, saponinas, xantinas e outros (GULLON et al., 2018). Apresentou
banda em 2874cm™ (vsC-H; vaC-H) de grupos alifaticos, 1661 cmt (vC=0)
referente ao grupo carbonila presente em ésteres, amidas e xantinas, 1613cm
(vC=0) de carboxila presentes em acidos e saponinas. Por fim, foram
observadas bandas em 1360 cm™ (§sCH3CQ), 1255 cm™ (vas=C-O-C; §C-O-H no
plano) de éter ciclico e outros grupamentos presentes nos compostos da I.
paraguariensis (GULLON et al., 2018).

A fibra 0% apresentou bandas em 3380 cm™ (vO-H) que podem ser
atribuidas as hidroxilas inter e intramoleculares entre as cadeias da amilose,
2896 cm(vsC-H; vaC-H) da cadeia ciclica. Bandas em 1703 cm™'e 1628 cm-
1(80H) referente a ligacdo de hidrogénio na regido amorfa dos granulos. Bandas
em 1427 cm(8sCHz) da amilopectina, 1288 cm™ (8C-O-H) fora do plano, 1158

cm? (vasC-O-C) da ligacéo glicosidica alfa 1,4. Ainda foram observadas bandas
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de cadeia em 1016 cm*(vC-O), de cadeia. PIRES et al., (2022) observaram
bandas semelhantes em amido de batata nativo.

As fibras 5%, 10% e 15% apresentaram bandas caracteristicas da fibra
0%, onde se observa que a regido fingerprint (L1000 < cm < 1500) das diferentes
fibras sdo muito semelhantes a esta regido no espectro da fibra 0%, sugerindo

uma boa encapsulacéo do extrato para todas as concentragdes estudadas.

3.3.5 Andlise termogravimétrica

A analise termogravimétrica (TG) foi realizada para investigar o
comportamento térmico e a degradacéao das fibras e do composto puro (extrato
do coproduto de I. paraguariensis) nas condi¢cdes estabelecidas, determinando
a perda de massa através da mudanca de peso conforme a mudanca de
temperatura (PARTHASARATHY; NARAYANAN; AROCKIAM, 2013). Os
resultados das andlises termogravimétricas estao apresentados na tabela 2.

O extrato do coproduto apresentou duas taxas de degradacao, iniciando
a primeira a uma temperatura de 214,79 °C e decompondo 7,94% da massa,
associada a degradacao de compostos de baixo peso molecular (JARAMILLO et
al., 2016) e a segunda, ocorrendo a temperatura maxima de evento em 296,76
°C, decompondo 13,05% de sua massa. O extrato aquoso de erva mate
comercial estudado por Bruni e outros (2020) apresentou trés taxas de
decomposicédo, sendo a primeira em 80 °C, a segunda em 220 °C e a terceira
em 310 °C, aproximadamente, indicando a evaporacdo da umidade, a
decomposicdo de alguns componentes com baixo peso molecular e a
decomposicdo de estruturas mais complexas, respectivamente.

A fibra 0% apresentou dois efeitos. O primeiro, entre 219,59 e 230,12 °C,
com menor perda de massa, referente a perda da agua ligada que ocorre a partir
da quebra das ligagbes de hidrogénio, da agua do ambiente, formadas pelas
hidroxilas das unidades de glicose ao longo da cadeia a fibra e, o segundo, entre
289,01 e 306,75 °C, com maior perda de massa, referente a eliminacdo de
grupos polihidroxilicos, decomposicdo e despolimerizacdo das cadeias da fibra
(FONSECA et al., 2019).

As fibras de amido 5%, 10% e 15% apresentaram curvas

termogravimétricas semelhantes, com uma decomposi¢cdo térmica em duas
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etapas, sendo a primeira etapa referente a liberacdo da agua absorvida pela fibra
de amido. A absorcao de agua ou umidade do ambiente pelo amido é elevada
em virtude das ligagbes de hidrogénio formadas pelas hidroxilas das unidades
de glicose ao longo de sua cadeia. A segunda curva refere-se a liberagdo do
extrato incorporado na fibra, mostrando que, para todos os casos, houve um
aumento da estabilidade térmica do extrato, visto que todos apresentaram
temperatura maxima de evento superior a temperatura maxima apresentada pelo
extrato em 296,76 °C. Este segundo evento também é o efeito termogravimétrico
correspondente a maior perda de massa, para todas as fibras estudadas
atribuidas a despolimerizacdo e degradacdo das fibras em processos néao-

oxidativos.

Por fim, a andlise de residuo demonstra que houve a eficiéncia da
incorporacao dos extratos, para todas as concentragdes avaliadas, visto que, o
extrato apresentou 7,01% de residuo, a fibra 0% apresentou 8,10% de residuo,
enquanto que as fibras incorporadas com o extrato apresentaram valores
superiores de residuo, sendo aproximadamente 22%, 9% e 11% para as fibras
5%, 10% e 15% respectivamente, isto sugere que houve uma estabilidade

térmica das fibras incorporadas com o extrato.

3.3.6 Angulo de contato das fibras

O angulo de contato avalia a molhabilidade entre um liquido e a
superficie do material utilizado, indicando a hidrofobicidade/hidrofilicidade da
superficie. Angulos menores de 90° indicam que o material polimérico é molhado
pelo liquido, ou seja, os matériais sdo hidrofilicos. No entanto, angulos maiores
de 90° indicam a hidrofobicidade, ndo havendo interacdo entre o material e a
agua (KONTOGEORGIS; KIIL, 2016; SINDERSKI, 2020).

O angulo de contato estatico (6) da interface sélido-liquido foi medido
entre a membrana das fibras e a agua ultra pura (Bw). Todas as fibras
apresentaram angulos de contato menores que 90°, sendo elas 6w = 28,26 +
6,15°, 6w = 32,67 £ 0,15°, Bw= 27,72 £ 0,56° e OBw = 27,24 + 2,91°, das fibras 0%,
5%, 10% e 15%, respectivamente, indicando superficies hidrofilicas segundo
classificacdo de AHMAD et al., (2015).
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Em um primeiro momento houve um aumento do 6w comparando-se a
fiora 0% e 5%. Esse comportamento pode ter sido gerado porque a
molhabilidade é afetada pela presenca de grupos polares e ndo polares na
superficie da fibra. A modificagdo superficial pode ser explicada pela
incorporacdo do extrato que possui, em sua composicao, diferentes compostos,
no entanto, 0 aumento no valor do angulo sugere a presenca de grupos polares
livres na superficie da fibra, sugerindo que os sitios ativos da fibra 5% foram
responsaveis por este comportamento. No entanto, as fibras 10% e 15%
apresentaram uma diminuicdo no angulo, sendo assim, comprovando a
ocupacdo de mais sitios ativos e demonstrando que a fibra, a medida que
aumenta a concentracdo de coproduto incorporado, torna-se cada vez mais

hidrofilica, com 0 aumento da sua propriedade de molhabilidade.

Estes resultados corroboram com os resultados de Cruz et al. (2023),
onde houve diminuicdo do angulo de contato conforme houve aumento de
concentracdo do extrato encapsulado de casca de cebola vermelha em amidos

de batata-doce amarela e branca.
3.3.7 Atividade antioxidante

A tabela 3 apresenta os resultados das atividades antioxidantes do
extrato de coproduto de llex paraguariensis, quando ndo esta encapsulado e
guando é incorporado em fibras ultrafinas de amido de trigo, em relacdo aos
radicais ABTS e DPPH.

7

A atividade antioxidante é uma medida importante para avaliar a
capacidade de um composto em neutralizar os radicais livres que podem causar
danos celulares e contribuir para o envelhecimento e desenvolvimento de
doencgas. Os radicais ABTS e DPPH sdo usados comumente para medir a
capacidade antioxidante de extratos e compostos.

O coproduto ndo encapsulado apresenta uma atividade antioxidante
significativa contra os dois tipos de radicais testados (ABTS e DPPH) com
28,98% e 67,65% de inibicao.

As fibras sem extrato (0%) ndo mostraram atividade antioxidante contra

o radical ABTS e apresentou uma atividade baixa contra o radical DPPH (6,57%),
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isso sugere que as fibras de amido de trigo sozinhas ndo possuem uma atividade
antioxidante relevante.

A atividade antioxidante aumenta significativamente quando o extrato é
incorporado nas fibras de amido de trigo. Quanto maior a quantidade de extrato
incorporado, maior a atividade antioxidante observada.

As fibras 5%, 10% e 15% apresentaram um aumento significativo
(p>0,05) de inibicdo do radical ABTS, sendo a fibra 15% a que apresentou a
maior atividade (97,83%). No entanto, para o radical DPPH as fibras 5 e 10%
apresentaram um aumento e a fibra 15% uma diminui¢&o. Isso pode ter ocorrido
porque as fibras 5% e 10% possuem concentracdes intermediarias do extrato de
llex paraguariensis e, € possivel que, nessas concentracdes, 0S compostos
antioxidantes do extrato estejam mais acessiveis e distribuidos de forma
adequada nas fibras, o que leva a um aumento na atividade antioxidante medida
pelo radical DPPH. Ainda, este radical € uma espécie quimica particular que
pode reagir de forma diferente com os compostos antioxidantes do extrato em
diferentes concentracdes. Isso pode explicar as variacdes observadas na
atividade antioxidante das fibras em relagdo ao DPPH.

Estes resultados indicam que fibras de amido de trigo apresentam maior
capacidade de inibicéo frente ao radical ABTS em comparacéo ao radical DPPH
e, ao adicionar o coproduto em fibras de amido de trigo eletrofiadas, pode ocorrer
a protecdo em parte das propriedades funcionais dos compostos fendlicos.

Estudos como de Fonseca e colaboradores (2020b), demonstraram que
ao incorporar 0leo essencial de tomilho em fibras de amido de batata doce,
também observaram menor capacidade de inibicdo de DPPH. Em estudo com a
utilizacdo de amido de batata doce branca e amarela para encapsular os
flavonoides de casca de cebola roxa, os autores observaram aumento
significativo na atividade antioxidante conforme o aumento da concentracdo do
composto liofilizado (CRUZ et al, 2023). Ndo foram encontrados estudos
utilizando fibras de amido de trigo no encapsulamento de compostos bioativos.

Entretanto, no extrato livre liofilizado, houve menor capacidade de
inibicdo frente ao radical ABTS, podendo ter ocorrido a complexacdo dos
compostos e aumentando sua capacidade quando adicionadas as fibras. Em
amostras de folhas secas de erva mate comercial, a inibicdo pode apresentar
94% (AKBARMEHR et al., 2023). Ao incorporar o extrato da casca do pinhdo em
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fiboras de amido de batata, obteve-se 28% de inibicdo, menor do que o
encontrado no presente estudo (FONSECA et al., 2020a). Pires e colaboradores
(2022), ao incorporar curcumina em diferentes concentragdes (0,5%, 0,75% e
1%) em amido de batata nativo, observaram aumento gradativo na eliminagao
do radical até 45%.

Segundo Cruz e colaboradores (2023), os antioxidantes podem retardar
ou inibir a oxidacdo dos alimentos, entretanto, estes podem ser degradados
guando expostos ao ambiente. A encapsulacdo de compostos fendlicos do
coproduto de |. paraguariensis € importante para manter sua estabilidade,
minimizando os efeitos de degradacéo por fatores ambientais como luz, calor e

temperatura.

CONCLUSAO

As fibras ultrafinas de amido de trigo incorporadas com extrato de
coproduto de I. paraguariensis nas concentracoes de 0, 5, 10 e 15% - pela
técnica de electrospinning - apresentaram morfologia lisa, homogénea, cilindrica
e sem a presenca de beads, ocorrendo 0 aumento da viscosidade aparente e da
condutividade elétrica, resultando em aumento dos diametros meédios das fibras
(195 nm a 218 nm). A eficiéncia de encapsulacdo méaxima foi de 90,8% na
concentracéo de 5% de extrato, diminuindo conforme o aumento da adi¢ao de
extrato do coproduto.

O extrato de coproduto ndo encapsulado apresentou menor capacidade
de eliminar os radicais livres ABTS, mas essa capacidade aumentou quando
incorporado nas fibras, com maior eficiéncia em concentragbes mais altas.
Quanto a eliminacdo do radical DPPH, as fibras mostraram menor atividade
antioxidante do que o extrato ndo encapsulado, mas ainda assim apresentaram
aumento em comparacdo com as fibras sem extrato, sugerindo que as fibras
podem reter parte da atividade antioxidante do coproduto.

A andlise termogravimétrica revelou que o extrato encapsulado nas
fibras ultrafinas de amido de trigo é mais estavel em comparacao ao extrato nao
encapsulado. Os espectros de FTIR mostraram que a encapsulacao foi eficiente,

pois apresentaram bandas caracteristicas das fibras de controle e a presenca do
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extrato do coproduto. Além disso, a encapsulacdo aumentou a molhabilidade das
membranas das fibras de amido de trigo, tornando-as mais hidrofilicas.

O extrato do coproduto da poda de I. paraguariensis apresentou grande
importancia e pode ter potencial uso industrial devido suas propriedades
antioxidante semelhantes ao encontrado em folhas e talos finos e demonstrou
boa eficiéncia de encapsulamento em fibras de amido de trigo e elevado
potencial para o uso em aplicacfes tecnoldgicas alimentares, para o melhorar a
gualidade nutricional de alimentos e produtos, com maior resisténcia e protecao
contra fatores externos, necessitando de estudos futuros da aplicacdo e
avaliacdo. O amido de trigo demonstrar ser como uma alternativa de polimero
para producéo de fibras técnicas de electrospinning, necessitando de estudos de
aplicacdo para destinar ao melhor aproveitamento da matéria prima para o
encapsulamento de compostos bioativos.
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Tabela 1. Condutividade elétrica e medidas reoldgicas de solu¢des poliméricas
de amido de trigo com diferentes concentracdes de extrato de coproduto de |I.

paraguariensis

Fibras EC (mS/cm) TO [Pa] k [Pa.sn] (n) [-] R2
0% 2,69+0,03¢ 1,3390+0,672 1,182+0,04% 0,7227 +0,01° 0,9736
5% 2,89+0,09° 0,1666 + 0,01 1,491 +0,14® 0,6526 + 0,009 0,9731
10% 3,14 +0,03* 0,1008 + 0,00 1,179 + 0,162 0,7130 +0,01°¢ 0,9683
15% 3,45+0,03* 0,1131 +0,022 1,259 + 0,122 0,7246 + 0,00® 0,9758

EC: Condutividade; TO: Tensao de escoamento; k:indice de consisténcia; n:
Indice de comportamento de fluxo; R2: coeficiente de determinacéo.

a3 b Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre os dados pelo teste Tukey (p < 0,05).

Tabela 2. Temperaturas e perdas de massa, pela analise de TGA, do extrato
puro de coproduto de llex paraguariensis liofilizado e das fibras ultrafinas de
amido de trigo com diferentes concentracdes de extrato (0%, 5%, 10% e 15%).

Tpo Tp Tpo Tps AT
At Am Am Amg
°C °C °C °C °C

Puro 214,79 226,99 45,38 7,94 281,74 296,76 36,81 13,05 7,01

0% 219.59 230.12 23,97 17.10 289.01 306.75 38,92 72,22 8,10

5% 213.33 223.64 24,66 9,54 292.53 313.47 18,07 54,17 22,82

10% 217.78 228.81 24,68 8,40 284,10 301,62 38,47 51,27 9,33

15% 217,26 227,42 23,79 7,53 284,30 300,80 37,01 44,65 11,47

Puro: Extrato liofilizado; Tpo temperatura inicial, Tp temperatura maxima do

evento, At variagao de temperatura, Am perda de massa, Amr massa do residuo.
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Tabela 3. Atividades antioxidantes frente aos radicais ABTS, DPPH do extrato

de coproduto de I. paraguariensis ndo encapsulado e incorporado em fibras
ultrafinas de amido de trigo.

Amostras ABTS (%) DPPH (%)

Extrato ndo encapsulado 28,98 +1,70¢ 67,65 + 0,302

Fibras 0% ND 6,57 + 0,43
Fibras 5% 47,01 +6,61° 22,70 + 0,30¢
Fibras 10% 60,48 + 8,04> 33,13+0,36
Fibras 15% 97,83+ 0,532 24,91 + 1,16°

ND — ndo detectado

3, b Médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca
significativa entre os dados pelo teste Tukey (p < 0,05).
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Acido formico a 75% Acido formico a 85%

Vazéo 0,8 mL/h Vazédo 1,0 mUh Vazéo 0,8 mL/h Vazéo 1,0 mlh

Amido 15%

Amido 20%

Amido 30%

Figura 1. Solugbes poliméricas teste utilizando diferentes concentracbes de

amido de trigo e de acido férmico.
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Extrato 0% Extrato 0% Extrato 0% Extrato 5% Extrato 5% Extrato 5%
Vazio 0,6 mUh Vazdo 0,8 mUh Vazio 1,0 mUh Vazio 0,6 mUh Vazdo 0,8 mUh Vazdo 1,0 mUh

Extrato 10% Extrato 10% Extrato 10% Extrato 15% Extrato 15% Extrato 15%
Vazio 0,6 mUh Vazio 0,8 mUh Vazdo 1,0 mUh Vazdo 0,6 mUh Vazio 0,8 mUh Vazdo 1,0 mUh

Extrato 20% Extrato 20% Extrato 20% Extrato 30% Extrato 30% Exirato 30%

Vazdo 0,6 mUh Vazdo 0,8 mUh Vazdo 1,0 mUh Vazdo 0,6 mLh Vazdo 0,8 mLh Vazdo 1,0 mUh

Figura 2. Solucdes poliméricas de amido de trigo a 15% e incorporacdo do

extrato liofilizado do coproduto de I. paraguariensis em diferentes concentragoes.
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Figura 7. Angulo da interface solido-liquido das amostras avaliadas.



7. CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de um método verde para a extracdo dos compostos fendlicos
presentes no coproduto de llex paraguariensis, através de um planejamento multivariado,
foi muito vantajoso para obter um extrato aquoso comestivel com alta capacidade
antioxidante e baixa toxicidade, com mais vantagens, ainda, por poder diminuir 0s custos
de obtencdo ao utilizar menores tempos e baixa temperaturas, além de poder ser
introduzido na industria alimenticia em aplicagBes alimentares. Este estudo foi relevante

para desenvolver técnicas mais acessiveis, além de seguras para o consumo humano.

O método de extracao se mostrou simples, rapido e econémico. Na condicdo 6tima
250 mg do coproduto foram simplesmente adicionados de 30 mL de agua, agitados em
banho-maria a 30 °C, durante 5 minutos, resultando na extracdo de 7,36 g de acidos
clorogénicos a partir de 100 g de coproduto. A simplicidade do método permite expansao
em escala industrial, o que pode resultar na valorizacao industrial de uma matriz ainda
inexplorada comercialmente, oriunda do cultivo de uma planta com elevada importancia

econdmica para a regiao Sul do Brasil.

A técnica de electrospinning utilizando o amido de trigo como material polimérico
apresentou vantagens e potencial uso para a producao de fibras e encapsulamento de
compostos. O coproduto de |. paraguariensis teve sua maior eficiéncia de encapsulamento
guando incorporado na concentracdo de 5%, sugerindo a saturacdo dos sitios ativos
quando empregadas concentra¢cdes maiores. Investiga¢des futuras sdo consideraveis para
melhor entendimento do melhor destino das fibras, seja para o uso em embalagens ou a
incorporacdo em alimentos, necessitando de analise especificas para tais usos, bem como

ensaios quanto a bioacessibilidade, biodigestibilidade e estabilidade dos compostos.
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