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Resumo

E cada vez mais habitual o uso de plantas ou derivados para reformular, substituir ou criar produtos alimenticios, com
0 objetivo de agregar valores nutricionais e satisfazer o consumidor que esta cada vez mais exigindo por alimentos
mais saudaveis. As folhas de erva mate (llex paraguariensis) sdo conhecidas por seu potencial antioxidante e
antimicrobiano, além de tem efeito na melhoria da tolerancia a glicose e efeitos anti-inflamatorios. O objetivo foi
analisar variados solventes junto a técnica de alta pressdo visando a obtengdo de extratos de erva-mate com maior
quantidade de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante. Foram realizados dez tratamentos, cinco
submetidos a extracdo por alta pressdo (150 MPa / 30 minutos) utilizando como solventes: etanol, H20 com etanol,
metanol, glicerina e 4cido latico, e cinco ndo sujeitos a técnica. Em relacdo ao solvente os melhores resultados foram
para H20 + glicerina (50%). Observou-se ainda que o maior teor de compostos fendlicos foi na extragdo de erva-mate
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com pressdo 600,42 mg EAG/L, o mesmo ocorreu com a atividade antioxidante, sendo que no método de ABTS o
valor foi de 619,70 TEAC/g sem pressdo e foi aumentado para 702,53 TEAC/g com o uso da técnica, para DPPH
comparando-se antes 954,37 IC50 (mg/mL) e depois da alta pressdo 1044,96 1C50 (mg/mL). Conclui-se que a
extracdo com alta pressdo foi fundamental para auxiliar na extracdo de maior quantidade de antioxidantes utilizando
um solvente biodegradavel.

Palavras-chave: Compostos bioativos; Solventes verdes; (llex paraguariensis).

Abstract

It is increasingly common to use plants or derivatives to reformulate, replace or create food products, with the aim of
adding nutritional values and satisfying the consumer who is increasingly demanding healthier foods. Yerba mate
(llex paraguariensis) leaves are known for their antioxidant and antimicrobial potential, as well as improving glucose
tolerance and anti-inflammatory effects. The objective was to analyze different solvents with the high pressure
technique in order to obtain yerba mate extracts with a greater amount of total phenolic compounds and antioxidant
activity. Ten treatments were performed, five subjected to high pressure extraction (150 MPa / 30 minutes) using as
solvents: ethanol, H20 with ethanol, methanol, glycerin and lactic acid, and five not subjected to the technique.
Regarding the solvent, the best results were for H20 + glycerin (50%). It was also observed that the highest content of
phenolic compounds was in the extraction of yerba mate with pressure of 600.42 mg EAG/L, the same occurred with
the antioxidant activity, and in the ABTS method the value was 619.70 TEAC /g without pressure and was increased
to 702.53 TEAC/g with the use of the technique, for DPPH comparing before 954.37 IC50 (mg/mL) and after high
pressure 1044.96 IC50 (mg/mL). It is concluded that high pressure extraction was essential to assist in the extraction
of greater amounts of antioxidants using a biodegradable solvent.

Keywords: Bioactive compounds; Green solvents; (llex paraguariensis).

Resumen

Cada vez es mas habitual el uso de plantas o derivados para reformular, sustituir o crear productos alimenticios, con el
objetivo de afiadir valores nutricionales y satisfacer al consumidor que cada vez demanda alimentos mas saludables.
Las hojas de yerba mate (llex paraguariensis) son conocidas por su potencial antioxidante y antimicrobiano, ademas
de mejorar la tolerancia a la glucosa y sus efectos antiinflamatorios. El objetivo fue analizar diversos solventes con la
técnica de alta presion para obtener extractos de yerba mate con mayor cantidad de compuestos fendlicos totales y
actividad antioxidante. Se realizaron diez tratamientos, cinco sometidos a extraccion a alta presién (150 MPa/30
minutos) utilizando como solventes: etanol, H20 con etanol, metanol, glicerina y 4cido lactico, y cinco no sometidos
a la técnica. En cuanto al solvente, los mejores resultados fueron para H20 + glicerina (50%). También se observd
que el mayor contenido de compuestos fendlicos se present6 en la extraccion de yerba mate con presion de 600,42 mg
EAGI/L, lo mismo ocurrié con la actividad antioxidante, y en el método ABTS el valor fue de 619,70 TEAC/g sin
presién y se incrementd a 702,53 TEAC/g con el uso de la técnica, para DPPH comparando antes 954,37 IC50
(mg/mL) y después de alta presion 1044,96 IC50 (mg/mL). Se concluye que la extraccion a alta presion fue
fundamental para ayudar en la extraccion de mayores cantidades de antioxidantes usando un solvente biodegradable.
Palabras clave: Compuestos bioactivos; Disolventes verdes; (llex paraguariensis).

1. Introducéo

Comumente cultivada no Brasil, e em paises como Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil, a erva-mate (llex
paraguariensis) é uma das principais fontes de economia de vérias cidades da regido sul do Brasil, e nos Gltimos anos com a
evidéncia de seus beneficios tem se tornado uma erva relevante para o comércio exterior, aumentando a sua produgdo cada dia
mais (Penteado Junior, 2019).

No ramo de comidas e bebidas saudaveis, o Brasil atualmente, ocupa a sétima posi¢do no mundo. Buscando satisfazer
0 desejo dos consumidores que anseiam cada vez mais por uma combinacdo de alimentos saudaveis e praticidade (Safraid,
2022). A procura por refeicdes benéficas a salde, as pessoas tém buscado preferencialmente por alimentos ricos em
antioxidantes, anti-inflamatérios e compostos bioativos, que tem como objetivo contribuir com bem-estar fisico e emocional,
favoreccendo na salde de forma geral (de Oliveira, 2021).

Uma planta que tem compostos bioativos, como compostos fendlicos, cafeina, teobromina saponinas e metil-xantinas.
Além de seu potencial antimicrobiano e antioxidante, tem efeito na melhoria da tolerancia a glicose e efeitos anti-inflamatorios
(Brito, 2021). Ha séculos, milhares de plantas sdo principios de diversos produtos alimenticios, em sua maioria, com altos
potenciais de atividades bioldgicas, realizam-se processos de extracdo de compostos e adi¢do sem alterar consideravelmente
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suas caracteristicas nutricionais (Lutomski et al., 2020).

Os estudos destas plantas por sua vez, buscam incansavelmente alimentos de alto valor nutricional ou alimentos mais
saudaveis, novas formulages de um produto com conservantes naturais, inovacdes em sua forma de consumo, e otimizar sua
vida Util, ndo se limitando apenas a pesquisa, mas com objetivo de sua aplicacdo na indistria de alimentos (Silva, 2019).

Para manter os compostos bioativos com o objetivo de beneficiar a salde humana, é preciso manter as fungdes
bioldgicas durante todo o processo de producéo do produto. A forma escolhida para a obtencdo destes compostos ativos e 0s
solventes utilizados, tém influéncia sobre a qualidade final deste extrato (Bavaresco, 2020).

Sdo variadas as formas de obter o extrato de erva-mate, dentre elas esta a infusdo a frio e a quente, extracdo acida,
solido-liquido e decoccdo. No entanto, os métodos citados tém limitagcGes ndo desejaveis, como: reducdo ou perda da atividade
bioldgica, residuos do solvente utilizado e até mesmo a degradacdo quimica (Wolff,2021).

A técnica de alta pressdo evidencia uma alternativa vantajosa aos processos de extracdo. Sobressaindo as outras
técnicas ja mencionadas, a alta pressdo, na maioria dos casos, ndo prejudica os compostos de sabor e cor, além de ndo afetar as
caracteristicas de alguns alimentos. O processo e o rendimento final da extracdo dependem do tempo e da pressdo empregada
(Melo,2021).

Juntas, as técnicas descritas e a escolha correta no solvente utilizado no momento de extracdo também irdo influenciar
diretamente no resultado final, bem como no custo, seguranga e nos impactos ambientais. S&o0 comumente utilizados solventes
organicos, como metanol, etanol, acetona, acetato de etila e propanol. Sdo solventes ndo biodegradaveis e altamente
inflamaveis apresentando desvantagens em sua utilizagdo (Silva, 2018).

Com o objetivo em uma quimica mais sustentavel e preocupando-se com a salide humana, a utilizagdo de solventes
verdes tem se tornado cada vez mais estudada e empregada em processos quimicos (Bezerra, 2020). O solvente verde é
reconhecido por ser biodegradavel, ter baixa toxicidade, ser mais facil de transportar, armazenar, descartar e ao contréario dos
solventes organicos, ndo sao volateis e inflaméveis (de Souza, 2020). Dois solventes que se caracterizam como solvente verde
s8o a glicerina e o 4cido latico, ambos vém se destacando e sendo fonte de estudos nos ultimos anos (Decote, 2022).

Desta forma, o intuito deste trabalho foi avaliar diferentes solventes combinados a técnica de extragdo por alta pressao

objetivando a obtencdo de extratos de erva-mate com maior quantidade de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante.

2. Metodologia

Material

As amostras de erva-mate nativas foram colhidas na cidade de Erechim-RS, em novembro de 2021. Conforme
demonstrado na Figura 1, as folhas de erva-mate foram separadas dos galhos, lavadas e secas em estufa com circulagdo de ar a
50 °C por 24 horas. Posteriormente a secagem, as folhas foram moidas em moinho de facas do tipo Willey, com peneira em

aco inox mesh 30 e armazenadas em sacos plasticos na temperatura de -18 °C.
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Figura 1: (1) Galhos de erva-mate, (2) Folhas de erva-mate, (3) Folhas secas de erva-mate, (4) Erva mate moida.

Fonte: Autores.

Extracdo

Foram realizados 10 tratamentos, onde 5 foram submetidos a 150 MPa de pressdo por 30 minutos, e para comparacéo
0s outros 5 tratamentos ndo foram sujeitos a alta pressdo. O equipamento utilizado é constituido por um cilindro de acido
inoxidavel e tem capacidade de trabalhar até 200 MPa, controlando a pressdo por um painel digital. Foram pesadas
aproximadamente 5 gramas de erva-mate e adicionado 150 mL do solvente selecionado para cada tratamento. As amostras
foram identificadas das seguintes formas: (Etanol 100%), (50% Etanol / 50% Agua Destilada), (Metanol 50%), (50% Glicerina
/ 50% Agua Destilada), (50% Acido Latico / 50% Agua Destilada), e (Etanol 100%), (50% Etanol / 50% Agua Destilada),
(Metanol 50%), (50% Glicerina / 50% Agua Destilada), (50% Acido latico / 50% Agua Destilada).

Anélise de teor de compostos fendlicos

O contelido de compostos fendlicos foi determinado de acordo com o método Folin-Ciocalteau, como descrito por
Singleton, Joseph e Rossi (1965), adaptado. Em um tubo de ensaio adicionou-se uma aliquota de 200 pL de amostra e 1000
uL do reagente Folin-Ciocalteau, agitou-se manualmente por 10 segundos e a mistura ficou ao abrigo de luz por 6 minutos.
Em seguida 800 pL de carbonato de sodio a 7,5% (v / v) foi adicionado, agitado por mais 10 segundos e deixado em repouso
por 30 minutos no escuro. A absorbancia foi realizada a 765 nm em um espectrofotometro (Agilent UV-8553). O teor de

compostos fendlicos foi determinado utilizando uma curva de calibracéo, utilizando acido gélico.

Andlise da atividade antioxidante

Método DPPH: Adicionou-se em tubo de ensaio 200 puL da amostra e 800 uL de solu¢cdo metandlica de DPPH
(solucdo estoque: 0,024 g de DPPH dissolvidos em 100 mL de metanol, retirou-se 10 mL da solugéo estoque e diluir em mais
45mL de metanol), permaneceu por 20 minutos em local escuro. Em seguida mediu-se a absorbéncia em espectrofotdmetro
(Agilent UV-8553) a 517 nm. A atividade antioxidante foi determinada de acordo com o método DPPH e os resultados
expressos em IC50 (mg/mL) de extrato (Dudonné, 2009). Método ABTS: De acordo com Kuskoski et al, (2005), diluiu-se a
solucdo ABTS até se atingir a absorbancia 0,70 nm, a 734 nm. Para o preparo das amostras em tubo de ensaio, no escuro,
colocou-se 30 UL dos extratos obtidos junto a 3 mL de solucdo de ABTS. Depois de 6 minutos leu-se absorbancia a 734 nm em
espectrofotdmetro (Agilent UV-8553). A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS foi expressa em atividade

antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) /g de extrato, de acordo com uma curva de calibragéo.
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Andlise estatistica
As analises foram realizadas em triplicata e os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e

comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia utilizando o software SISVAR.

3. Resultados e Discussao

Diferentes solventes e suas prioridades sdo capazes de influenciar o teor de compostos fendlicos obtidos dos extratos.
Estas condicbes podem explicar os variados resultados obtidos nesta pesquisa. Ndo menos importante do que o solvente, a
técnica de alta pressdo exibe grande influéncia no rendimento.

Conforme demonstrado na Tabela 1 os resultados obtidos variaram de 53,12 a 422,10 mg EAG/L (acido galico
equivalente por litro de extrato) para os extratos que ndo foram submetidos a alta pressdo. Para 0s extratos sujeitos a pressdo o0s
valores foram de 47,30 a 600,42 mg EAG/L.

Tabela 1. Teor de compostos fenolicos de erva mate.

Tratamentos
Solventes < < C.V(%) p-Valor
Sem pressdo Com presséo

H20 + Etanol(50%) 422,1045,01 Aa 333,13+8,84 Cb 13,69 <0,01
Etanol (100 %) 53,12+0,88 Da 47,30+3,24 Ea 7,74 0,3970
H20 + Metanol (50%) 293,80+5,60 Bb 407,71+7,67 Ba 18,82 <0,01
H20 + Glicerina (50%) 217,30+9,43 Ch 600,42+7,37 Aa 54,12 <0,01
H20 + Ac. Latico(50% 234,71+4,67 Cb 284,88+8,03 Da 11,34 <0,01
C.V (%) 56,54 51,64
p-Valor <0,01 <0,01

Valores expressos em Médiatdesvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de letras maidsculas diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias na mesma linha seguidas de letras mintsculas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C.V. = Coeficiente de
variagdo. *Dados expressos em mg EAG/L extrato. Fonte: Autores.

Os dados demonstram que o maior teor de compostos fendlicos obtido foi no extrato de erva-mate com pressdo 600,42
mg EAGIL, utilizando como solvente H,O + glicerina (50%), com diferenca estatistica em relacdo aos demais tratamentos,
sendo também que a amostra apresentou diferenga de quase trés vezes mais 217,30+9,43 mg EAG/L comparando-a com o
mesmo solvente (H.O + glicerina (50%)) sem a alta pressao.

Oliveira (2021) obteve teor de compostos fendlicos totais pelo método de alta pressdo superior em extrato aquoso
(1,88 mg EAG/mL de extrato) de capim cidreira, em relacdo ao extrato etandlico (1,03 mg EAG/mL de extrato), corroborando
com o0s dados obtidos nesse trabalho, onde H,O + glicerina (50%) combinado a técnica de alta pressdo 600,42 mg EAG/L
apresentou resultado quase duas vezes maior que H-O + Etanol (50%) 333,13 mg EAG/L e maior ainda comparado apenas
com Etanol 47,30 mg EAG/L , ambos também submetidos a alta pressdo. Comunian (2020) ao avaliar extratos de roma
encapsulados encontrou valores préximos de compostos fendlicos totais para os solventes etanol e agua (3,07 e 2,80 mg
EAG/g), enquanto que o solvente metanol obteve maior teor (7,06 mg EAG/g) quando comparado com os outros solventes.

Fatores como o tempo de extracdo, composicdo do solvente e tratamento da amostra, também possuem interferéncia
significativa na eficacia de uma extra¢do, e com isso um aumento ou diminui¢do de compostos fendlicos (Cardozo, 2021).
Além do mais, ha variedades de metodologia empregada em inimeros estudos para avaliacdo de compostos fenélicos, o que
influencia também nos resultados obtidos e dificulta uma comparagdo dos dados (da Silva, 2021).

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores da atividade antioxidante dos extratos de erva-mate pelo método ABTS nas

extragdes com e sem alta presséo.
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Tabela 2. Atividade antioxidante pelo método ABTS.

Tratamentos

Solventes — — C.V(%) p-Valor
Sem pressao Com pressao

H20 + Etanol (50%) 502,02+0,71 Ca 427,77+1,43 Bb 9,22 <0,01
Etanol 194,44+7,14 Ea 147,5040,71 Db 16,04 <0,01
H20 + Metanol (50%) 556,56+2,86 Db 529,30+24,28 Ca 8,99 <0,01
H20 + Glicerina (50%) 619,70+0,71 Bb 702,53+0,71Aa 7,23 <0,01
H20 + Ac. Latico(50%) 694,44+2,14 Aa 692,42+2,14Aa 0,30 0,8100
C.V (%) 43,05 36,69
p-Valor <0,01 <0,01

Valores expressos em Médiatdesvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de letras maitsculas diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias na mesma linha seguidas de letras minUsculas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C.V. = Coeficiente de
variacdo. *Dados expressos em atividade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC) /g de extrato. Fonte: Autores

Pode-se observar que os solventes verdes (H,O + glicerina (50%) e H,O + Acido latico (50%) apresentaram maiores
valores.

De acordo com a analise estatistica, a aplicacdo de alta pressdo combinada ao acido latico ndo apresentou influéncia
na extracdo de compostos reagentes a ABTS. Ja a aplicagdo de pressdo influencia na capacidade de arraste da glicerina, onde o
mesmo nao se diferencia estaticamente (p<0,05) do &cido latico.

Nota-se que o Unico tratamento que apresentou aumento consideravel apés a alta pressao foi (H,O + Glicerina (50%),
que variou de 619,70 TEAC /g para 702,53 TEAC /g com a técnica empregada.

Nesta pesquisa também foram obtidos valores de atividade antioxidante pelo método DPPH como demonstrado na
Tabela 3.

Tabela 3. Atividade antioxidante pelo método DPPH.

Tratamentos
Solventes = p C.V (%) p-Valor
Sem pressao Com pressdo

H20 + Etanol (50%) 1033,75+68,06 ABa 1072,50+2,65 Aa 4,30 0,2036
Etanol 733,75+34,47 Ca 710,00+29,17 Ba 4,10 0,4239
H20 + Met. (50%) 1055,00+1,77 Aa 1036,90+2,65 Aa 1,01 0,5389
H20 + Glicerina (50%) 954,37+4,42 Bb 1044,96+28,28 Aa 5,50 <0,01
H20 + Ac. Lético (50%) 1008,75+6,19 ABa 987,50+23,86 Aa 1,90 0,4729
C.V (%) 14,69 12,95
p-Valor <0,01 <0,01

Valores expressos em Médiatdesvio padrdo. Médias na mesma coluna seguidas de letras mailsculas diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05). Médias na mesma linha seguidas de letras minGsculas diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). C.V. = Coeficiente de
variagdo. *Dados expressos em IC50 (mg/mL) de extrato. Fonte: Autores.

Para DPPH, o solvente H2O + Glicerina (50%) continua se destacando entre os demais tratamentos analisados quando
se une a técnica de alta pressdo comparado ao mesmo tratamento sem a alta presséo.
Confrontando todos os tratamentos, o solvente H,O + Etanol (50%) foi superior 1072,50 1C50 (mg/mL) aos demais

solventes avaliados, porém nao diferencia estaticamente (p<0,05) com os demais resultados submetidos a alta pressdo (apenas
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Etanol 710,00 IC50 (mg/mL), também néo distinguiu dos tratamentos H-O + Etanol (50%) e H.O + Ac. Lético (50%) sem a
técnica de alta pressdo empregada.

Sobressaindo entdo aos demais tratamentos, a H,O + Glicerina (50%), comparando-se antes (954,37 1C50 (mg/mL) e
depois da alta pressdo (1044,96 1C50 (mg/mL), a técnica foi fundamental para auxiliar na extracdo de maior quantidade de
antioxidantes, utilizando de um solvente biodegradavel.

GRIS (2021) explica que essa diferenca entre quantidades de compostos se deve as caracteristicas quimicas dos

compostos extraidos, que possuem interacao diferente com cada solvente utilizado.

4, Concluséao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram a eficiéncia da alta pressdo para extragdo de compostos antioxidantes
de erva-mate, notando-se o avang¢o dos rendimentos obtidos do extrato com alta pressdo em comparagdo ao ndo sujeito a
técnica, como observou-se para compostos fendlicos utilizando solventes como metanol, glicerina e acido latico, também a
atividade antioxidante utilizando o método ABTS e DPPH.

Outro resultado promissor que pode ser notado foi a diferenca entre os solventes verdes, em que pode se destacar a
glicerina, que obteve maiores valores de antioxidantes diante de todos os tratamentos aplicados.

Podendo assim concluir que solventes orgénicos podem ser substituidos por um solvente verde como a glicerina, e
ainda que, combinados a técnica de alta pressdo, é possivel trazer melhores resultados para extracdo de antioxidantes naturais

da erva-mate.
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