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RESUMO - A erva mate € um produto regional, obtida através das folhas da arvore de erva mate e possui
diversos compostos de interesse alimentar, tais como, compostos fendlicos, antimicrobianos e antioxidantes
naturais. Desta forma, objetivou-se avaliar diferentes solventes para obter extrato de erva mate (llex
paraguariensis St. Hill) e utiliza-lo como componente ativo para elaborar filmes biodegradaveis ativos com
posterior caracterizagdo dos mesmos. Os extratos de erva mate foram preparados utilizando &gua(100%),
agua:etanol (50:50 v/v) e etanol (100%) e depois caracterizados quanto a densidade, teor de clorofilas ‘a’, ‘b’ e
totais, carotenoides totais, compostos fenolicos totais e atividade antioxidante in vitro. Nos filmes (controle e
contendo 10% de extrato de erva mate) foram avaliadas a cor (L*, a*,b*), opacidade, teor de compostos
fendlicos e atividade antioxidante in vitro. Os extratos de erva mate apresentaram concentragdes intermediarias
de compostos fendlicos e atividade antioxidante pela inibicdo do radical DPPHe. Os filmes elaborados com
extrato de erva mate apresentaram caracteristicas visuais muito semelhantes ao filme controle, com
homogeneidade e certa maleabilidade. Além disso, os filmes apresentaram aumento na opacidade quando
adicionados de extrato de erva mate. O teor de compostos fenolicos e a atividade antioxidante dos filmes foram
superiores ao filme controle (sem extrato) comprovando a obtencdo de filmes com propriedades de embalagens
ativas. As aplicacdes para este tipo de embalagem sdo inimeras, como por exemplo, a aplicagdo em alimentos
com teor consideravel de lipidios.

Palavras-chave: llex paraguariensis St. Hil, compostos fendlicos, atividade antioxidante.

1 INTRODUCAO

A erva mate é um produto regional, obtida através das folhas da &rvore de erva mate que pertence a
familia Aquifoliaceae e possui diversos compostos de interesse alimentar, tais como, compostos fendlicos,
antimicrobianos e antioxidantes naturais (MACCARI e MAZUCHOWSKI, 2000). O Parana tem destaque na
producdo brasileira da erva mate com um total de 70% da participacdo de mercado nacional. Além disso, a erva
mate é de grande relevancia econdmica, atingindo no cenario nacional, aproximadamente 596 municipios,
envolvendo 180 mil propriedades rurais e mais de 710 mil trabalhadores diretos (RODIGHERI et al., 2005).

Varios constituintes podem ser encontrados na planta, entre eles, xantinas, saponinas, compostos

fendlicos, derivados do cafeiol e flavondides (BURRIS et al, 2012). Além disso, concentracdo de derivados de
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cafeoil, tais como, os acidos clorogénicos e o acido caféico, e também os derivados”:de flavonoides, cmga
rutina e a quercetina (FILIP et al 2001) sdo elevadas. Alguns destes compostos possuem atividade antioxidante e
antimicrobiana frente a bactérias, fungos e virus, como é o caso do &cido cafeico juntamente com os flavonoides
(CUSHNIE, LAMB, 2005; COWAN, 1999). A pesquisa com antioxidantes naturais é uma tendéncia atual e o
uso dos mesmos em embalagens ativas pode ampliar a vida Gtil dos alimentos, bem como da prépria embalagem
(ARCAN, 2011).

Algumas caracteristicas devem ser levadas em consideracdo para considerar uma embalagem apta para
aplicacdo em alimentos, as quais sdo, qualidades sensoriais, boas propriedades de barreiras, propriedades
mecanicas, estabilidade microbioldgica, fisico-quimicas e bioquimica, baixa toxidade, baixo custo e nédo
poluente (DEBEAUFORT et al, 1998). Assim, as caracteristicas dos filmes empregados no processamento de
alimentos sdo determinantes para a sua aplicacao.

Desta forma, objetivou-se avaliar diferentes solventes para obter extrato de erva mate (llex
paraguariensis St. Hill) e utiliza-lo como componente ativo para elaborar filmes biodegradaveis ativos com

posterior caracterizagdo dos mesmos.

2 MATERIAL E METODOS

As folhas de erva mate foram coletadas no municipio de Laranjeiras do Sul — PR, em area ndo nativa.
Estas foram selecionadas, higienizadas com hipoclorito de sédio (100 ppm, por 10 minutos) e agua corrente,
secas em estufa com circulacdo de ar (72 h a 35 °C). Na sequéncia, foram moidas em moinho de facas tipo
Willye (Fortinox, Star FT-50, Brasil) com granulometria de 20 mesh e armazenadas em freezer a -18°C
acondicionadas em sacos de nylon sob vacuo até a sua utilizacdo. O amido de mandioca utilizado para a
elaboracéo dos filmes foi adquirido no mercado local e os reagentes utilizados foram de grau analitico (PA).

Os extratos foram preparados em triplicatas utilizando solventes especificos (dgua, etanol e 50 % agua
com 50 % etanol (Agua/Etanol)) contendo 20% (m/v) de erva mate moida em relag&o ao respectivo solvente. Os
erlenmeyers foram mantidos sob agitacdo branda constante durante 5 h a 50 °C. Ap0s este periodo, 0s extratos
foram filtrados utilizando papel filtro e o volume final foi ajustado apds a filtracdo. O filtrado foi armazenado em
frasco &mbar até o momento das analises, sob refrigeracéo (4 °C).

A densidade foi determinada utilizando proveta e balanga analitica, medindo-se o volume de extrato e
sua respectiva massa, calculando assim a densidade pela Equacéo 1.

Densidade (g L) = massa (g)/volume (L) (Equacéo 1)

Para a determinacdo do teor de clorofilas totais e carotenoides totais, a absorbancia (A) dos extratos foi
obtida por espectrofotometria a 647, 663 e 470nm. Os teores de clorofilas totais, ‘a’, ‘b’ e de carotendides totais
foram calculados através de Equagdes 2, 3, 4 e 5 estabelecidas por Lichtenthaler (1987), os resultados foram

expressos em ug.gl.

Chl totais = 7,15 (Agss) + 18,71 (Aga7) (Equacdo 2)
Chl ‘a’=12,25 (A563) -2,79 (A547) (Equa(;éo 3)
Chl ‘b’= 21,50 (A647) — 5,10 (A653) (Equagéo 4)

Carotenoides = (1000 (As70) — 1,82 Chl ‘a’ — 85,02 Chl ‘b’)/198 (Equagéo 5)
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Para determinagdo dos fendis totais foi utilizado o reativo Folin-Ciocalteu, com Iéitu?; gfn
espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO, Estados Unidos) em 750nm (MEDA et al., 2005). A
analise foi realizada em triplicata e o resultado foi expresso em mg equivalente de acido galico (EAG) por g de
extrato.

A atividade antioxidante (AA) in vitro dos extratos foi realizada através do método de inibicdo do
radical DPPHe de acordo com Brand-Williams, Cuvelier e Berset, (1995). Diluiu-se o radical DPPHe em
metanol (0,06 mM), e foi feita uma primeira diluicdo para os extratos de erva mate, diluindo-se 50 pL e
completando para 5 mL e apo6s transferiu-se microplacas 7 pL desta diluicdo, adicionando-se entdo 273 L do
radical DPPHe e realizou-se a leitura, em espectrofotémetro (Thermo Scientific, Multiskan GO, Estados Unidos)
a 515nm, a cada 10 minutos até ndo haver alteragdo na absorbancia da amostra. Os resultados foram calculados
em porcentagem de atividade antioxidante (Equacdo 6). Sendo que, AbScontrole = Absorbancia da solucdo de
DPPHe- 0,06mM; Absamostra = Absorbancia da amostra.

AA (% Inibicdo) = ((AbScontrole — AbSamostra)/ AbScontrote))*100 (Equagéo 6)

Para a elaboracdo dos filmes ativos, utilizou-se amido de mandioca comercial, juntamente com
plastificante (glicerol) e extrato de erva mate (10%). Utilizou-se 3,5 g de amido, 1,05 g de glicerol, 10 mL de
extrato e 90 mL de 4gua que foram misturados e aquecidos em banho-maria & 85°C + 2°C para promover a
gelatinizagdo do amido. Uma formulacdo sem extrato de erva mate foi empregada como controle. Apés, pesou-
se 20g da solucdo formadora de filme em placas de petri descartiveis, seguidas de secagem estufa com
circulacéo de ar (SPlabor, Modelo SP-102/64, Brasil) durante 16h a 35°C.

Para determinacéo de cor e opacidade do filme ativo foram realizadas quatro leituras utilizando o
colorimetro (C400, Minolta, Japdo), sendo uma no centro e as demais no perimetro. Os parametros de cor L*
(preto/branco) e as coordenadas de cromaticidade a* (verde/vermelho) e b*(azul/amarelo) foram determinados.
Para determinagdo da opacidade dos filmes foi calculada a relagdo entre a opacidade do filme sobreposto ao
padréo preto (Ppreto) € padrdo branco (Poranco)-

Para analise de compostos fendlicos e atividade antioxidante através da inibicdo do radical DPPH. do
filme ativo, a metodologia utilizando foi a mesma proposta para os extratos. A quantificacdo foi realizada com a
solubilizacdo de 1g de filme em solvente (50% etanol: 50% &gua) durante 24h, sob agitagdo, entdo 0s mesmos
foram filtrados, determinando-se os teores de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos filtrados.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 podem ser observadas a densidade, o teor de clorofilas e de carotenoides e a concentragdo
de compostos fendlicos para os extratos de erva mate obtidos com diferentes solventes. As médias de densidade
para os extratos com diferentes solventes apresentaram diferencas entre si (p<0,05), sendo que a maior densidade
foi observada utilizando agua como solvente. Este resultado esta préximo da densidade da agua pura que €, em
média, 1000 g L™, enquanto que do extrato usando etanol foi 794,74+42,92 g L. Para o solvente 4gua/etanol a
densidade foi de 919,06 +40,81 g L, isto devido a mistura conter menor concentragéo de etanol que agua. Este

comportamento é resultado da evaporagdo do etanol durante a extragdo a 50 °C e posterior ajuste do volume final
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com agua ap6s a filtracdo do extrato. Assim, pode-se concluir que o teor de sélidos apresenta pouca influéncia na

densidade dos extratos de erva mate em relagdo ao solvente empregado.

Tabela 1 Densidade, teor de clorofilas, carotenoides dos extratos de erva mate obtidos com diferentes solventes

Solvente* Densidade (g L) Clorofilas (pg g?) Carotenoides (ug B caroteno g*)
Agua 999,44+581 2 2,74+0,23° 0,31+0,06°
Etanol/Agua 919,06+40,81 ° 6,08+0,26° 2,48+0,132
Etanol 794,74+42,92 ¢ 18,64+0,66 2 1,26+0,15"

*Medias de trés determinagdes. Letras mintsculas diferentes, na mesma coluna para cada propriedade, diferem estatisticamente pelo teste de

Tukey (p<0,05). Agua — 100% agua, Etanol/Agua — 50% etanol e 50% &gua e Etanol — 100% etanol. EAG — equivalente de 4cido gélico.

Para o teor de clorofilas e carotenoides os resultados apresentaram diferencas para os trés solventes
utilizados (p<0,05). Na extracdo de clorofilas o melhor solvente foi o etanol (18,64 pg g*), seguido do
etano/agua (6,08 pg gt) e agua (2,74 ug g1). O solvente que mais extraiu carotenoides foi a mistura agua/etanol,
engquanto o solvente 4gua apresentou menor concentragdo. Os solventes polares como a acetona, 0 metanol, o
etanol, o acetato de etila, a piridina e a dimetilformamida sdo os mais eficazes para a extragdo completa das
clorofilas (Damodaran, Parkin, Fennema 2010). A agua, por apresentar caracteristica polar, ndo é um bom
solvente para extracdo de carotenoides que apresentam caracteristica apolar. Enquanto que etanol em elevadas
concentragdes (100%) pode atuar degradando e reduzindo a extracdo dos mesmos. Isto explica o fato da extracéo
com a mistura dgua/etanol ter sido mais eficiente na extracdo de carotenoides. Os solventes apolares sdo mais
eficientes em extracdo de carotenoides, porém os mesmos podem degrada-los rapidamente, além disso, autora
sugere que o etanol pode ser considerado um bom extrator de carotenoides quando se trata de xantofilas
(RODRIGUES-AMAYA, 2016).

O teor de compostos fendlicos do extrato de erva mate com diferentes solventes ndo apresentaram
diferenca em suas médias (p<0,05), variando entre 6,67mg EAG g a 7,28mg EAG g (Tabela 2). A fase aquosa
é eficiente para extracdo de algumas classes de compostos fendlicos, e por outro lado o etanol atua em outras
classes. A extragdo de compostos fendlicos de erva mate utilizando a mistura de 4gua e 70% de etanol, resultou
em 6,01mg EAG g! (FERNANDES et al., 2016), sendo proximo ao verificado para os diferentes solventes
utilizados neste trabalho. A mistura agua/etanol resultou em extratos com o dobro da atividade antioxidante que

o solvente etanol e pelo menos 3,5 vezes mais que a solvente agua (Tabela 2).

Tabela 2 Teor de compostos fenolicos e atividade antioxidante de extrato de erva mate com diferentes solventes

Solvente* Compostos fendlicos (mg EAG g?) AA (% inibicio DPPHe**)
Agua 6,67+0,39? 6,20+0,96°
Etanol/Agua 7,28+0,082 21,39+3,302
Etanol 7,06+0,232 11,18+0,22°

*Medias de trés determinagdes. Letras mintsculas diferentes, na mesma coluna para cada propriedade, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey(p<0,05).Agua — 100% &gua, Etanol/Agua — 50% etanol e 50% &gua e Etanol — 100% etanol, AA=atividade antioxidante, ** 2,2-

difenil-1-picril-hidrazila.
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A atividade antioxidante in vitro esta associada a presenca de composto‘s bioativos naturale-ate
presentes nas folhas de erva mate, tais como, carotenoides e compostos fendlicos, cada um agindo de uma forma
diferente frente aos radicais livres (PRADO et al ,2009). Esta caracteristica € consequéncia do espectro de
extracdo do solvente, que apresenta caracteristicas polares e apolares.

Nos parametros de cor (L, a*, b*) observa-se que a concentracdo de extrato influenciou no L* e no a*
(p<0,05), bem como na opacidade dos filmes (Tabela 3). Com a adicdo do extrato de erva mate nos filmes a
luminosidade diminuiu, resultando em um material mais escuro e, aumentou a opacidade. Este comportamento
pode ser pela concentracdo de pigmentos como clorofila presentes no extrato que foi adicionado nos filmes.

A concentracdo de compostos fendlicos nos filmes aumentou com a adi¢do do extrato de erva mate
(Tabela 4). Isto pode ser explicado devido ao teor de compostos fendlicos presente no extrato (Tabela 2). O teor
de compostos fendlicos é muito importante para a finalidade proposta da embalagem, tais como, as funcdes
ativas. A atividade antioxidante através da inibi¢ao do radical DPPHe dos filmes diferiu entre si (p<0,05), com a
adicdo do extrato de erva mate (Tabela 4). Isto pode ser justificado devido ao aumento de compostos fenélicos
presentes no extrato com o aumento da concentracdo dos mesmos nos filmes. Estes fendis atuam como
antioxidantes naturais e reagem com os radicais livres DPPHe inibindo a agdo dos mesmos. Os estudos de Prado
et al (2009) mostraram correlagcdes de <0,93 da inibi¢do do radical DPPHe em fun¢do da concentragdo de

compostos fendlicos confirmando assim a correlacdo entre compostos fendlicos e a atividade antioxidante.

Tabela 3 — Parametros de cor L, a*, b* e opacidade dos filmes ativos

Concentracédo L ax b* Opacidade
Controle 75,732 -1,672 22,482 8,10?
Extrato 10% 48,06" -3,66° 25,03 9,75

*Medias de trés determinagdes. Letras mintsculas diferentes, na mesma coluna para cada propriedade, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey(p<0,05).

Sendo assim, com o aumento da concentracdo de compostos fendlicos, estes que, sdo compostos
antioxidantes naturais e podem retardar a degradacdo de alimentos, pode promover aumento na capacidade
antioxidante da embalagem quando adicionada de extrato de erva mate, tornando-a ativa. As aplicacdes para este
tipo de embalagem sdo inimeras, como por exemplo, a aplicacdo em alimentos com teor consideravel de

lipidios.

Tabela 4 Teor de compostos fendlicos e atividade antioxidante dos filmes ativos

Concentracéo Compostos fendlicos (mg EAG g?) DPPH«**(% inibigdo)
Controle 0,710+0,012 2,08+0,20?
Extrato 10% 1,326+0,09° 24,48+0,12°

*Medias de trés determinagdes. Letras mintsculas diferentes, na mesma coluna para cada propriedade, diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey(p<0,05).

4 CONCLUSAO
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Os extratos de erva mate apresentaram concentragdes intermediarias de.ompostos fenélioé e
atividade antioxidante pela inibicdo do radical DPPHe. Os filmes elaborados com extrato de erva mate
apresentaram caracteristicas visuais muito semelhantes ao filme controle, com homogeneidade e certa
maleabilidade. Além disso, os filmes apresentaram aumento na opacidade quando adicionados de extrato de erva
mate. O teor de compostos fendlicos e a atividade antioxidante dos filmes foram superiores ao filme controle
(sem extrato) comprovando a obtencdo de filmes com propriedades de embalagens ativas. As aplicacdes para
este tipo de embalagem sdo inimeras, como por exemplo, a aplicacdo em alimentos com teor consideravel de

lipidios.
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