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RESUMO - A busca por alimentos livres da adi¢ao de conservantes quimicos, que podem ser substituidos por compostos
oriundos de fontes vegetais como os dleos essenciais e extratos tem aumentado. A erva-mate, ¢ vastamente estudada
devido suas propriedades antioxidantes, no entanto, esses compostos também possuem atividade antimicrobiana.
Objetivou-se avaliar a influéncia de extrato de erva-mate nas propriedades antimicrobianas e antioxidantes de filmes de
amido de milho. O extrato hidroalcodlico de erva-mate foi liofilizado e caracterizado quanto sua concentracido de
compostos fenolicos e atividade antimicrobiana. Filmes de amido com 0% e 0,75% de extrato de erva-mate foram
avaliados quanto sua concentragdo de compostos fenolicos e atividade antimicrobiana. O extrato obteve resultado
significativo de compostos fendlicos 334,59 + 15,08 (mg de é4c. galico g!) e sua atividade antimicrobiana por disco-
difusdo obteve maior halo de inibi¢do (19,53 + 0,37 mm) para o extrato com 15% de concentragdo para a bactéria S.
aureus. O filme com 0,75% de concentragio de extrato obteve 54,50 + 5,30 mg. de ac. galico g’ na quantificagdo de
compostos fenolicos, para a analise de agdo antimicrobiana foram obtidos apenas resultados qualitativos, em que houve
formacao de halo de inibigdo para S. aureus no filme de 0,75%.
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1 INTRODUCAO

A industrializagdo de alimentos apresenta-se como principal objetivo a conservagao, sendo capaz de oferecer ao
consumidor alimentos com vida util estendida. A seguranca alimentar ¢ uma questdo importante dentro da industria
alimenticia, devido a tamanha incidéncia de relatos relacionados a contaminagdo dos consumidores, muitas vezes levando
a obito por alimentos contaminados (MACWAN et al., 2016). Para a conservagao dos alimentos, conservantes e aditivos
alimentares vem sendo amplamente utilizados. O sorbato, nitrito e nitrato 0s quais possuem sua seguranga € USO
comprovados e regulamentados por 6rgdos competentes como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sao
exemplos de aditivos quimicos largamente utilizados no pais para controle microbiano em alimentos.

O consumidor procura cada vez mais por alimentos que sejam mais proximos do natural possivel, através desta
questdo, a industria vem estudando para utilizacdo de aditivos naturais ao invés dos quimicos (CALO, et al., 2015;
DANNEMBERG et al., 2017). Produtos naturais estdo sendo estudados a fim de se utilizar em alimentos como
conservantes, entre eles estdo os extratos de plantas e 6leos essenciais de pimenta rosa, manjericao, flores de camomila,
sementes de cardamomo, alecrim, orégano, cravo, alho e erva-mate, com objetivo antioxidante e/ou antimicrobiano
(BONA, et al, 2010; DANNEMBERG, 2017; RIBEIRO-SANTOS et al., 2017).

Os compostos que tém agdo antimicrobiana e/ou antioxidante estdo presentes metabodlitos secundarios em
diversas plantas. Entre estas tem-se a erva-mate, planta tradicional para o chimarrdo, bebida tipica de nossa regido. Seus
compostos vém sendo estudados principalmente por sua agdo antioxidante, entretanto, pesquisas relacionadas a agdo
antimicrobiana de extratos da planta demonstram que a erva-mate também possui grande potencial como um agente
antimicrobiano natural (COSTA; RACANICCI; SANTANA, 2017; BURRIS et al., 2011; PENTEADO et al., 2016;
GIROLOMETTO et al., 2009). A erva-mate (Ilex paraguariensis) ¢ uma planta cultivada e consumida principalmente
nos paises da América do Sul (BITENCOURT, 2009), possui propriedades promotoras a satide provenientes de seus
compostos bioativos, como o combate de radicais livres, auxilio na digestao, perda de peso, tratamento de diabetes, efeito
estimulante, terapéutico, diurético e antimutagénica (COLPO et al., 2016; HELM et al., 2017).

A extragdo de compostos bioativos pode ser realizada por varios processos, como extragdo aquosa ou infusdo,
extragdo supercritica, por alta pressdo e por campo elétrico moderado. Fatores como temperatura em que a operagao sera
realizada, razdo entre o solvente e a matriz, estado fisico da matriz e pressdo do sistema, podem interferir na extragao
(SANTO, 2016; SERAFIM, 2016). A aplicacdo desses extratos naturais vem tendo sua utilizacao voltada para aplicacao
em embalagens ativas em alimentos como forma de conservagao.

Para adicdo de antimicrobianos e antioxidantes naturais em embalagens alimenticias, podem ser
utilizados biopolimeros de amido que vém sendo estudados para este fim. (RIBEIRO-SANTOS, et al., 2017; MEDEIROS
etal., 2016). A adi¢do de um composto a um filme, faz com que a embalagem que antes era tratada como passiva, na qual
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seu principal objetivo era de protecdo mecanica ao alimento, torne-se uma embalagem ativa, capaz de dimi
degradacdo do alimento. A utilizagdo de filmes produzidos através de polimeros naturais também esta relaciona
preocupagdo da populagdo com a propor¢ao de acimulo de residuos que os plasticos t€ém gerado no planeta.

A embalagem ativa pode agir de forma que possa matar ou reduzir o crescimento de microrganismos
deteriorantes e/ou patogénicos que contaminam alimentos e tornar o alimento menos susceptivel a oxidacdo. Para isso,
pode-se adicionar agentes que possuam essa atividade aos biopolimeros ou utilizando biopolimeros que ja possuam essa
caracteristica (HAN, 2003). Dentro do ramo da ciéncia observa-se um crescente aumento em pesquisas relacionadas a
producdo de embalagens biodegradaveis para a aplicagdo em alimentos, onde também ¢é possivel agregar a tais embalagens
atributos relacionados a qualidade do alimento, caracterizando tais embalagens como ativas, como a incorporacao de
agentes antimicrobianos e antioxidantes naturais.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia de extrato de erva-mate nas propriedades antimicrobianas e
antioxidantes de filmes de amido de milho.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIA PRIMA

A erva-mate de origem organica foi doada pela industria Alma forte, e o amido de milho foi adquirido no
comércio local do municipio de Passo Fundo — RS, Brasil.

2.2 EXTRATOS DE ERVA-MATE

A produgdo dos extratos foi realizada conforme a metodologia de Martin et al., (2013), com adaptagdes. Foram
produzidos extratos por percolagdo, onde preparou-se solug@o na proporgao 1:8 (m/v; grama de erva-mate: mL de solugao
hidroetandlica) e proporg¢do de 60:40 para a solug@o hidroetanolica. A solugdo foi armazenada em frasco &mbar por 24 h
sob refrigeragdo e apos foi rotaevaporada em rotaevaporador rotativo (TECNAL TE-211) a 80 °C até que ndo houvesse
mais condensagdo de etanol. O extrato foi congelado em ultrafreezer e posteriormente liofilizado. Os extratos liofilizados
foram mantidos sob congelamento até sua utilizagao.

A andlise microbioldgica dos extratos foi realizada utilizando o método de disco-difusdo. Os microrganismos
utilizados foram bacterias com grande ocorréncia em alimentos: Estafilococos aureus coagulase positiva, Salmonela sp.,
Pseudomonas e Escherichia Coli. Os extratos foram diluidos em agua nas concentragdes de 5, 10, 15 e 20% do extrato
liofilizado de erva-mate. Foi inoculada em placas de petri contendo agar Mueller-Hinton a solug@o equivalente & 0,5 da
escala Mac Farland (1x10°® UFC/mL) das bactérias citadas no item. Pogos com 6mm de diametro foram realizados com
auxilio de perfurador estéril em cada placa, sendo adicionados 40 puL do extrato de erva-mate em cada pogo nas dilui¢des
desejadas. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C e apos foi
verificado a existéncia de halos de inibi¢ao, que foram medidos com auxilio de micrometro digital (CLSI, 2017).

A atividade antioxidante foi realizada quantificando os compostos fenodlicos totais presentes no extrato,
utilizando método espectrofotométrico a 765 nm, por meio da reagdo de oxirredugdo com reagente de Folin-Ciocalteu,
que reage com as hidroxilas presentes nos polifenois, segundo a metodologia descrito por Correia et al. (2004), com
modifica¢des propostas por Sousa e Correia (2012). Os resultados foram analisados a partir da curva padrio utilizando
acido gélico como fendlico padrdo, a unidade pode ser expressa em mg de 4cido galico por mL de extrato (mg GAE/mL
amostra), ou mg de acido galico por g de extrato (mg GAE/g amostra).

2.3 FILME ATIVO BIODEGRADAVEL

A produgdo do filme foi realizada pela técnica casting, e seguiu metodologia de Jaramillo et al., (2015) com
adaptacdes. A solugdo filmogénica foi preparada com 3% de amido (p/v; amido/adgua), 30% de glicerol (p/p;
glicerol/amido) e agua como solvente. O glicerol e 0 amido foram dissolvidos em 4gua e aquecidos a 90 °C por 20 min.

A solugdo filmogénica foi arrefecida até 50 °C e adicionada de 0% e 0,75% (p/v) de extrato de erva-mate
liofilizado. A solugdo com extrato foi homogeneizada com agitador ultra turrax, (modelo IKA T25 digital, marca
Microcanal S.A.), por 2 min e dispersas (20 g) em placas de Petri de acrilico e secos em estufa de circulagdo de ar a
40 °C por 24 h. Os filmes foram acondicionados conforme a norma ASTM E-171 (2018) por 72 horas a4 25 °C £+ 3 °C com
umidade relativa de 55% + 3 (solugdo saturada de nitrato de magnésio).

A atividade antimicrobiana dos filmes em meio solido foi realizada de forma similar a técnica de disco-difusao
(CLSI, 2017) para S. Aureus. Os filmes foram recortados assepticamente, sendo posteriormente dispostos em placas
contendo meio sélido previamente inoculado. Para a andlise de atividade antioxidante inicialmente os filmes foram
colocados sob agitagdo em mesa agitadora por 2 horas e submersos em 40 mL de uma solugdo hidroalcoolica em
concentragdo 1:1 e foi realizada utilizando a metodologia de compostos fenodlicos totais descrita no item 2.2.
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2.4 TRATAMENTO DE DADOS

As analises foram realizadas em triplicata e os resultados obtidos foram submetidos a anélise estatistica através
da Analise de Variancia (ANOVA), utilizando o softwere Excel, seguido pelo teste de comparacdo de médias de Tukey,
a 5% de significancia.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EXTRATO DE ERVA-MATE

O processo de liofilizagdo do extrato teve como objetivo concentrar seus compostos presentes e aumentar sua vida
util. A Figura 1 representa o extrato apos a liofilizagao.

3 Ly
Fonte: Autor, 2020.
O resultado de halos inibitdrios para S. Aureus esta representado na Tabela 1 e na Figura 2. O extrato apresentou

atividade inibitéria apenas para a bactéria gram-positivaS. Aureus (Tabela 1), e frente as bactérias gram-
negativas Salmonela sp., Pseudomonas e Escherichia Coli o extrato ndo apresentou atividade.

Tabela 1: Halo de inibi¢ao de extratos de erva-mate em diferentes concentragoes.

Concentracdo de extrato Halo de inibi¢do (mm)
5% 11,14+0,16
10% 17,36 £ 0,77°
15% 19,53 +£0,37¢
20% 15,90 + 0,99°
Os resultados expressao média + desvio padrdo. Letras diferentes na mesma coluna diferem significativamente pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Autor, 2020.

O extrato de concentragdo de 15% obteve o maior halo, com 19,53 + 0,37 (mm). Martin et.al. (2013) obtiveram
resultados semelhantes quanto ao seu extrato etandlico e metanolico, ao qual apresentaram respectivamente halos de
inibi¢do para S. Aureus de 23.67 + 0.57 (mm) e de 21.67 + 0.57 (mm). A inibi¢do do extrato frente ao S. Aureus esta
representada pela Figura 6, onde tem-se a inibi¢do das quatro concentragdes utilizadas. Segundo Pessini et al. (2003)
o fato de o extrato apresentar a¢do antimicrobiana apenas frente a bactéria gram-positiva pode ser em func¢ao da parede
celular de microrganismos gram-negativos apresentarem uma membrana externa que impossibilitaria a entrada de
determinados compostos.
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Fonte: Autor, 2020.

O extrato de erva-mate apresentou um contetido fenodlico de 334,59 + 15,08 mg de 4cido galico por grama extrato,
resultado maior do que quando comparado ao encontrado por Vieitez et. al. (2017), que obteve valores para extratos
obtidos por maceragdo com etanol a 75% para erva-mate 158.9 + 0.4, alecrim 123.9 £ 0.2, boldo 163.3 + 3.7, cedron 97.6
+ 2.0, congorosa 192.0 £ 1.3 e pitanga 232.2 + 3.9 (mg GAE/g extrato).

Knapp et al. (2018) quantificou compostos fenolicos totais de extrato de erva-mate hidroalcoolico 50:50 em
forma liquida, e teve como resultado 7,28 + 0,08 mg GAE/g. Através deste resultado, pode ser observado a importancia
de liofilizar o extrato, pois assim os compostos se concentram, além de aumentar a conservagao dos compostos através
da retirada da agua.

3.2 FILME ATIVO BIODEGRADAVEL

Foram realizados testes preliminares para defini¢do da porcentagem de extrato que seria utilizado no filme
biodegradavel, os filmes com 1, 2,5 e 5% estdo representados na Figura 3. Os filmes produzidos ndo apresentaram uma
boa formacao, estavam sem homogeneidade e quebradigos, impedindo a realiza¢ao das outras analises.

Figura 3: Filmes com concentracdo de 1%, 2,5% e 5% de extrato.

Fonte: Autor, 2020.

Apbs os testes preliminares, foram produzidos filmes com concentragdes de 0% e 0,75% de extrato, aos quais
por apresentarem melhor formagdo, representados na Figura 4. Os filmes com 0 e 0,75% apresentagdo maior
homogeneidade comparado aos filmes produzidos nos testes preliminares. A cor do filme 0,75% apresentou cor
esverdeada, devido a adi¢@o do extrato. Os filmes também apresentaram a superficie lisa e de facil manuseio.
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Figura 4: Filmes com concentragdo 0% e 0,75% de extrato de erva-mate.

0%
Fonte: Autor, 2020.

Os resultados da analise microbioldgica estdo representados na Figura 4 e demonstram a identificagdo de uma
pequena inibi¢do de crescimento microbiano ocasionada pelo filme na concentragdo de 0,75%. No entanto novos testes

s80 necessarios para obtenc¢ao de resultados quantitativos quanto a essa inibigao.

Figura 8: Andlise de disco-difusdo dos filmes.

Fonte: Autor, 2020.

O contetdo de fendlicos totais presentes nos filmes foi de 0,25 + 0,07 mg de acido galico por grama de filme na
concentragdo de 0% e de 54,50 £ 5,30 mg de acido galico por grama de filme na concentragido de 0,75%. Os resultados
diferiram estatisticamente, segundo o teste de Tukey (p < 0,05). O filme de 0,75% de erva-mate demonstrou maior teor
de compostos fenolicos. Por apresentar conteudo relevante de compostos fendlicos, o filme de amido adicionado de
extrato de erva-mate se torna um material com grande potencial de uso como embalagens com propriedades
antioxidantes. Seria interessante realizar uma extragdo dos compostos dos filmes por mais tempo, ou com teor de etanol
maior, para chegar a uma quantidade de compostos fenolicos totais mais proxima do que foi encontrado no extrato

liofilizado.

4 CONCLUSAO

O filme de amido de milho com adigdo de extrato hidroalcoolico liofilizado de erva-mate obteve bom
desempenho, tendo em vista que apresentaram tanto atividade antioxidante quanto atividade antimicrobiana para S.
Aureus. O filme adicionado de extrato possui alto potencial como embalagem bioativa, sendo capaz ndo apenas de inibir
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-
crescimento microbiologico, mas como de desempenhar caracteristicas antioxidantes, podendo ser utilizado em ali
com altos teores de lipideos a fim de amenizar a oxidagdo lipidica, por exemplo.
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