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1 INTRODUCAO

O avanco cientifico envolvendo estudos voltados as plantas medicinais vem
sendo abordado cada vez mais, tanto ao que se diz respeito a investigacdes da
composicdo quimica, quanto farmacoldgica, que pretendem elucidar novas
moléculas com propriedades terapéuticas. O estudo do potencial farmacol6gico de
plantas medicinais e seus constituintes, tais como flavonoides, alcaloides,
triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas, entre outros, tem sido objeto de
continuos e importantes estudos (SHAKYA, 2016).

Dentre os constituintes de importancia medicinal e de maior interesse
presentes nas plantas estdo os metabdlitos secundarios, estruturas geralmente
complexas, de baixo peso molecular e atividade biolégica marcante (BERG e
LUBERT, 2008). Segundo Pereira e Cardoso (2012), a origem dos metabdlitos
secundarios se deve a mecanismos de defesa e adaptacéo da planta ao meio.

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade genética do mundo, com
aproximadamente 55 mil espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a
550 mil), e conta com ampla tradicdo do uso das plantas medicinais vinculada ao
conhecimento popular transmitido entre geracdes (FONSECA, 2012). Isso se deve a
sua grande extensdo territorial e condi¢cdes climéticas favoraveis encontradas no
pais (PEREIRA e CARDOSO, 2012).

Uma planta tradicional e nativa do Brasil é a erva mate (llex paraguariensis
A. St.-Hil.), planta pertencente a familia Aquifoliaceae muito explorada na regido sul
do continente americano, principalmente por paises como a Argentina, Brasil e
Paraguai (PIMENTEL et al., 2006).

Segundo levantamento realizado por Pagliosa (2009), com base no estudo
realizado por Mazuchowski e Ricker (1997), a erva mate tem sido explorada tanto
pela indastria alimenticia quando pela inddstria quimica. Na industria alimenticia
esse produto é apreciado em bebidas como chimarrdo, tereré, chad mate e mate
soltvel, na forma de infusdo quente ou fria. A planta também é utilizada em
refrigerantes, sucos, cervejas e vinhos, a partir do extrato diluido das folhas. Ainda
na industria de alimentos, a clorofila e 0leos essenciais extraidos da erva mate séo
aplicados como insumos de alimentos na forma de corante e conservante natural em

sorvetes, balas, bombons, chicletes e gomas.
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De acordo com Nakamura (2008) o extrato de llex paraguariensis possui em
sua composi¢do saponinas triterpénicas, cafeina, teobromina e &cido clorogénico.
Segundo Ito e Crozier (1997), a cafeina possui propriedade antioxidante, estimulante
e vasodilatadora, e a treobromina atividade antioxidante e diurética. O &acido
clorogénico, por sua vez, caracteriza-se por suas fungbes antioxidante,
antimicrobiana e analgésica e as saponinas triterpénicas por seu efeito
antiparasitario (FILIP et al., 2001; HECK e De Mejia, 2007).

Ja na industria de medicamentos a erva mate tem sido utilizada como
estimulante do sistema nervoso central (extrato de cafeina e teobromina), e nos
tratamentos de hipertensdo, bronquite e pneumonia (extrato de flavonoides). A
indUstria quimica emprega o extrato de saponina e 6leos essenciais em produtos de
higiene geral, com finalidade bactericida, estabilizantes e emulsificantes. Por fim, a
erva mate ainda pode ser aplicada em produtos de uso pessoal, perfumes,
desodorantes, cosméticos ou sabonetes (PAGLIOSA, 2009).

Nos ultimos anos a aplicacdo de conservantes naturais em alimentos tem se
expandido, com a perspectiva de atender as exigéncias dos consumidores, que por
sua vez, estdo cada vez mais atentos no que diz respeito a alimentacdo saudavel.
Considerando a rica composicdo da erva mate em compostos bioativos, sua
aplicacdo em produtos, sejam eles alimenticios, cosméticos ou farmacéuticos, se
torna uma alternativa interessante com potencial de conservacdo e beneficios a

saude.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade biologica e quantificar compostos bioativos em extrato de

erva mate e realizar sua aplicagdo em hambarguer de peixe.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar atividade antioxidante do extrato e butil hidroxianisol (BHA) pelos
métodos de FRAP e DPPH,;

¢ Quantificar compostos fendlicos e flavonoides totais por espectrofotometria UV-
VIS no extrato;

¢ Realizar o teste de atividade antimicrobiana por concentracéo inibitéria minima
(CIM) e concentracao bactericida minima (CBM);

¢ Analisar a interacdo antimicrobiana do extrato frente ao BHA pela técnica de
checkerboard;

¢ Avaliar a resposta do extrato de erva mate frente ao antioxidante sintético pela
técnica de DPPH;

e Desenvolver e validar metodologia analitica por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia para a quantificacdo dos compostos no extrato;

e Elaborar hambulrguer de peixe acrescido de erva mate com finalidade
conservante;

e Acompanhar a estabilidade e conservacdo do produto por analises fisico-

guimicas e microbiolégicas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Produtos naturais

A natureza, em especial o reino vegetal, fornece ha tempos grande parte das
moléculas de interesse cientifico (principalmente os metabdlitos secundéarios) com
potencial de aplicacdo na industria alimenticia, cosmética, farmacéutica e
agroquimica. Mais de 80% das substancias medicamentosas sao produtos naturais
ou foram inspiradas em um composto natural (WHO, 2005; NEWMAN e CRAGG,
2012).

Com isso, a quimica medicinal moderna frisa a importancia dos produtos
naturais como fonte de novos farmacos ou insumos bioativos, bem como a
relevancia do avanco tecnoldgico que favorece o mercado e garante maior confianca
e reprodutibilidade nas andlises de qualidade dos mesmos. Dentre esses avancos,
destacam-se as condutas adotadas na selecdo e coleta de plantas, técnicas de
isolamento, identificacdo, quantificacdo e elucidacdo estrutural de moléculas
organicas, métodos para avaliagdo de atividade biolégica e procedimento de semi-
sinteses e biossinteses (MACIEL et al., 2013).

O processo para a descoberta de produtos naturais expfe a planta a
inlmeras etapas. O composto é extraido da fonte, concentrado, fracionado e
purificado, produzindo essencialmente uma Unica substancia biologicamente ativa.
Embora a determinacdo de estruturas complexas seja tecnicamente desafiadora,
este fato ndo é mais um impasse no processo de descoberta de novas drogas,
gracas aos avancos tecnoldgicos. Nos casos em que o perfil de atividade biologica
do composto atende a poténcia e seletividade desejada, sdo realizados estudos
preliminares da relacdo estrutura atividade para avaliar a eficiéncia do processo de

purificacdo (KOEHN e CARTER, 2005).

Nos ultimos anos houve um crescente interesse mundial por produtos
derivados da biodiversidade e, nesse aspecto, o Brasil é privilegiado, sendo detentor
de grande diversidade biologica, com inUmeras espécies vegetais com potencial
medicinal (DUTRA e FARIA, 2009). Varios grupos de pesquisa no Brasil se

concentram em explorar esta rica biodiversidade de forma racional e estao
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envolvidos nos ultimos avangos na quimica de produtos naturais, incluindo a busca
de compostos biologicamente ativos de plantas do Cerrado, da Mata Atlantica e
Amazonas (VALLI et al., 2013).

3.2 Erva mate

A espécie llex paraguariensis A. St. Hil. € uma planta nativa da América do
Sul, que pertence a familia Aquifoliaceae, conhecida popularmente como erva-mate.
Se caracteriza por ser uma arvore perene, que pode alcancar cerca de 15 metros de
altura e 40 centimetros de didmetro de tronco (BRANCO, 2014), conforme exibido na
Figura 1A. Possui folhas simples, pequenas e alternadas (Figura 1B), flores brancas
e frutos avermelhados (Figura 1C). O periodo de floracdo dessa planta ocorre entre
0s meses de setembro a dezembro e de frutificacdo entre dezembro a marco
(SILVA, 2007).

Figura 1 - Arvore de erva mate (A), folhas (B), flores e frutos caracteristicos da espécie (C)

Fonte: Figura A, B —www.pinterest.com/pin (acessado em 14/06/17); Figura B - MARTIN-FABER
(2017)

Por ser uma planta que sofre pouca oscilacdo climatica, comparando-a aos
demais cultivos agricolas, a erva mate possui consideravel valor socioeconémico,

principalmente por manter o homem no campo (VIDOR et al., 2002). Sua distribuicéo


http://www.pinterest.com/pin
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se estende por aproximadamente 540.000 km?, abrangendo regifes tropicais e

subtropicais do Brasil, Argentina e Paraguai, conforme exibido na Figura 2

(PAGLIOSA, 2009).

Figura 2 - Distribuicdo geogréfica da erva mate no Brasil, Paraguai e Argentina.

ANy
o 7

. Area natural de
ocorréncia da erva mate

1 Argentina

2 Paraguai

Fonte: De Resende et al. (2000).

Os paises do Mercosul sdo os principais clientes da erva-mate nacional,

sendo que o Uruguai importa cerca de 85% da producdo brasileira, seguido pelo

Chile, que recebe 11% das exportacdes, além de Alemanha, Estados Unidos, Japéo,

Canada, Siria, entre outros (CROCETTI, 2012).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2015), o

Parana é o maior produtor de erva-mate verde proveniente do extrativismo do pais,

responsavel por 86% da producédo nacional. Na sequéncia esta o estado de Santa

Catarina com 8%, Rio Grande do Sul com 6% e Mato Grosso do Sul com 0,1%. Esta

pesquisa revelou ainda que a producdo de erva-mate esta presente em 151

municipios do Estado, com concentracdo na regido sul, sendo que 0s maiores

municipios produtores em 2013 foram: Cruz Machado, Sdo Mateus do Sul, Bituruna,
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General Carneiro, Paula Freitas e Inacio Martins. Juntos responderam por 63% da
produgédo da cultura no Estado.

Contudo, a utilizacdo da erva mate nao se limita apenas a ingestao na forma
de chas e chimarrdo. Seu consumo se iniciou ha muito tempo por conhecimento
empirico adquirido pelos indios, que notaram seu efeito estimulante quando
mascavam a folha da planta fresca ou as preparava por infusdo, o que lhes
garantiam maior resisténcia a trabalhos mais pesados (TOMAZZONI, 2004). O
potencial dessa planta tem sido explorado cientificamente, tanto ao que diz respeito
as atividades bioldgicas, estruturas quimicas, mecanismos de a¢do, quanto suas

aplicacoes.

Assim, cientistas brasileiros tém investido no desenvolvimento de produtos
cosmeéticos e alimentares a base de erva mate, nos quais apresentam caracteristicas
sensoriais particulares, com boa aceitabilidade pelos consumidores, que servem de
incentivo ao setor ervateiro (PAGLIOSA, 2009). Essa boa aceitabilidade se deve
particularmente a proposta de consumir produtos naturais com apelo a saude
individual e seguranca alimentar. Como exemplo de alimentos que possuem a llex
paraguasiensis como insumo sao gelatinas funcionais desenvolvida por Berté et al.
(2011), que propdem um alimento de baixo valor caldrico com beneficios
antioxidantes, promovidos pela presenca do extrato. J& Vieira et al. (2008)
elaboraram balas a partir do pé da erva mate, que se caracterizam pelo elevado teor
de fibras, que além de suplementar a dieta, tornaram o alimento funcional. Bebidas
gaseificadas a base de erva mate também foram desenvolvidas e tiveram boa
aceitabilidade, cujo objetivo principal foi diversificar o mercado e substituir o
consumo de bebidas que acarretam prejuizos a saude (MELLO et al., 2009). Martin
et al. (2013) avaliaram o potencial antimicrobiano do extrato de erva mate contra
patogenos alimentares e concluiram que o efeito microbiolégico comprovado torna-o

um potencial conservante natural para aplicacdo em alimentos.

Essa aplicacdo da erva mate otimiza as propriedades dos alimentos e
bebidas além de desempenhar inUmeros beneficios a saude, dentre eles efeito
digestivo e hepatoprotetor (GORZALCZANY et al.,, 2001), efeito cardioprotetor e
hipocolesterolémico (SCHINELLA, FANTINELLI e MOSCA, 2005), acdo estimulante
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sobre sistema nervoso central (MENDES e CARLINI, 2007) e protegdo contra
processos oxidativos no organismo humano (BASTOS et al., 2006).

Os efeitos benéficos envolvidos no consumo desta planta sdo possiveis
gracas a sua rica composicdo quimica, que contempla compostos fendlicos,
alcaloides e saponinas (FERNANDES, 2017), presentes principalmente nas folhas, e
em menores concentragbes nas demais partes da erva (MAZZAFERA, 1994). Em
estudo conduzido por Jacques et al. (2007), foi possivel identificar 51 compostos,
dentre eles metilxantinas, fitol, estigmasterol, vitamina E, acido hexadecanoico, por

cromatografia gasosa acoplada a espectrofotometro de massas.

Vale ressaltar que a composi¢cdo quimica dos vegetais pode apresentar
variacfes de acordo com a altitude, época de colheita, sazonalidade, idade, clima,

tipo de cultivo e processamento (LIN et al., 2003).

3.3 Separacdao e quantificacdo de compostos

Para a avaliacdo da atividade biolégica de compostos naturais sao
necessarias etapas importantes promovidas para elucidar os compostos presentes
na planta, sejam eles metabdlitos primarios e secundérios, além de ensaios
biolégicos para comprovar a atividade de cada composto. Considerando que as
plantas possuem inameros compostos distribuidos por todo o vegetal, para a
identificacdo e quantificacdo sdo necessarias etapas de fracionamento, isolamento e
purificacdo dessas substancias. A etapa de fracionamento tem por objetivo separar
compostos com base em suas caracteristicas de solubilidade, polaridade e
coeficiente de particdo em diferentes solventes. Este procedimento baseia-se no
grau de polaridade crescente dos solventes hexano, diclorometano, acetato de etila
e n-butanol, principalmente (SIMOES et al., 2016).

Apoés o fracionamento, a etapa seguinte deve contemplar o isolamento dos
compostos realizado por cromatografia. As principais técnicas de cromatografia
existentes sdo cromatografia planar em coluna aberta, cromatografia em papel e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A técnica mais utilizada para
separacdo de compostos é a CLAE, pois aléem de promover a separacdo de
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compostos em uma matriz complexa, permite ao mesmo tempo sua quantificagao.
Além disso, este ensaio permite a utilizagdo de diversos detectores, entre eles
ultravioleta e arranjo de diodos, fluorescéncia, indice de refracdo, detector
evaporativo com espalhamento de luz (ELSD) entre outros, utilizados para
quantificar compostos com caracteristicas quimicas e moleculares diferenciadas
(MEYER, 2013).

Um avanc¢o no universo analitico que vale a pena salientar, € o surgimento
da Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE), que diferente da CLAE,
emprega como fase estacionaria particulas com tamanho inferior a 2 pum, o que
proporciona uma alta capacidade de resolucdo em andlises de misturas complexas
ou extratos vegetais, que por sua vez, Sd0 ricos em compostos estruturalmente
semelhantes, como é o caso dos compostos fenodlicos e flavonoides (SWARTZ,
2005).

No entanto, os avancos nas técnicas de quantificacdo e identificacdo de
ativos ndo se limitam a cromatografia. O acoplamento ao espectrémetro de massas
(EM) e a técnica de ressonancia magnética nuclear (RMN) surgiram para facilitar a
elucidacao de estruturas complexas sem a necessidade de amostras de referéncia
para comparacdo, ou seja, essas técnicas possibilitam a identificagdo completa de
estruturas separadas e isoladas por cromatografia. Dessa maneira, a atividade
biolégica dos compostos presentes nas plantas pode ser associada a estruturas
conhecidas, isoladas e identificadas de maneira mais assertiva (SCHRIPSEMA,
2010).

Outra alternativa muito utilizada para separacdo e quantificacdo de
compostos € a Cromatografia Gasosa (CG). Esta técnica, por sua vez, possui
algumas limitagbes e requisitos basicos para ser eficiente e atender ao que se
propde. De maneira geral, € uma técnica aplicada para a separacao e analise de
misturas cujos constituintes devem apresentar ponto de ebulicdo de até 300 °C, ser
termicamente estaveis e volateis (LITTLEWOOD, 2013).
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3.4 Propriedades antioxidantes

Antioxidantes séo definidos como substancia que, em baixas concentracoes,
retardam ou previnem a oxidacdo do substrato o qual entram em contato
(HALLIWEL et al., 1995). Para classificar estes compostos quanto ao seu poder
antioxidante, € necessario considerar pontos como a presenca de substituintes
doadores de elétrons ou de hidrogénio; capacidade de deslocamento do radical
formado em sua estrutura; capacidade de quelar metais de transicdo durante o
processo oxidativo e facilidade de acesso ao local de acdo, que depende das
caracteristicas estruturais da molécula (hidrofibicidade e lipofilicidade) (MANACH et
al., 2004).

Em alimentos com elevado teor de acidos graxos insaturados, a oxidacao
lipidica é inevitavel e ocorre na presenca de oxigénio, luz e temperatura por
basicamente trés processos, oxidacdo enzimatica, fotoxidacdo e autoxidagao
(SOARES et al., 2012). Portanto, a adicdo de compostos antioxidantes é necessaria
para inibir e retardar a oxidacdo do produto, uma vez que esses compostos atuam
estabilizando os acidos graxos mediante reacdo com radicais livres, quelando ions
metalicos e interrompendo a fase de propagacéo da oxidacio lipidica (DEGASPARI
e WASZCZYNSKYJ, 2004).

Segundo Magsood et al. (2014) frutas, vegetais, sementes de frutas, cereais,
bagas, vinho, cha, azeite e plantas aromaticas sédo fontes naturais de compostos
antioxidantes, dentre eles a vitamina C, tocoferdis, carotenoides e flavonoides.
Roleira et al. (2015) realizaram levantamento dos alimentos de origem vegetal que
possuem compostos fendlicos com atividade antioxidante e efeitos benéficos a
saude contra processos carcinogénicos, e apontaram a maca (catequina,
procianidinas (B1 e B2), cloridzina e epicatequina), sementes de uva (catequinas,
acido galico, cafeina e acido ferulico), batata (acido clorogénico, catequina, cafeina,
acido sinapico e ferulico), soja (daidzina, genistina, daidzina, genistina), farinha de
trigo (acido ferulico, alta tocoferol, acido p-cumarico); mel (crisina) e propolis verde
(artepillin C, quercetina, kaempferol, acido p-cumarico) como exemplos de alimentos

ricos em antioxidantes.
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3.4.1 Avaliagéo da atividade antioxidante

A avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos pode ser executada
por métodos simples e confidveis como o método de DPPH (difenil-1-picrilhidrazila) e
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power - poder antioxidante de reducéo do ferro).
O método DPPH envolve a reagdo de oxido-reducé@o do radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila e a espécie antioxidante presente no meio. Inicialmente o DPPH
apresenta uma coloracdo purpural/violeta, que apos receber o atomo de hidrogénio
proveniente da espécie antioxidante, torna-se violeta claro, podendo chegar a um
tom levemente amarelado (BOROSKI et al., 2015), conforme demonstrado na Figura
3.

Figura 3 - Reacéo de oxido-reduc¢éo do radical DPPH.

O5N ON
R
N—N N, + R — N—N NO2
OzN O2N
Cor: violeta-escuro Cor: violeta-claro

Fonte: BOROSKI et al., 2015.

J4 o método de FRAP consiste na utilizacdo do complexo férrico (2,4,6-
tripiridil-1,3,5-triazina  ([Fe**(TPTZ),]*"), formado por duas moléculas de 2,4,6-
tripiridil-1,3,5-triazina (TPTZ) que atuam como ligantes, e um ion metalico central
Fe®*. Na presenca de uma substancia antioxidante redutora, o complexo férrico
recebe um elétron e é reduzido no complexo ferroso (2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina
[Fe*"TPTZ),]**, conforme ilustra a Figura 4. Quando essa reacao forma o complexo
ferroso, desenvolve-se coloracdo azul com intensidade que varia de acordo com a
concentracdo de antioxidante presente na amostra analisada (BOROSKI et al.,
2015).
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Figura 4- Reacgdo do complexo férrico com o reagente de FRAP e o antioxidante.

Cor: verde Cor: azul

Fonte: BOROSKI et al., 2015.

A atividade antioxidante desempenhada por extratos vegetais é atribuida a
algumas estruturas quimicas especificas, dentre elas estdo os compostos fendlicos.
Estes compostos sdo abundantes na natureza, com mais de 8000 estruturas ja
detectadas em plantas, que por sua vez desempenham papel importante no
crescimento e reproducdo das espécies, além de promoverem a pigmentacao e
protecdo do vegetal (SHAHIDI e NACZK, 1995; SILVA et al., 2010).

3.4.2 Compostos fendlicos

A estrutura quimica dos compostos fendélicos é caracterizada por possuir um
anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais. Devido a variedade de combina¢gbes que ocorrem na natureza esses
compostos compreendem uma grande diversidade dos chamados polifendis, entre
eles os flavonoides (antocianinas, flavonodis e seus derivados) e acidos fenolicos
(acido benzoico, cinamico e seus derivados) (KING, 1999; LEE et al., 2005; SILVA,
COSTA, SANTANA e KOBLITZ, 2010).

Suas estruturas moleculares |hes garantem atividade antioxidante
expressiva que pode ocorrer por diferentes mecanismos, classificados em primario e

secundario. O mecanismo antioxidante primario atua interrompendo a cadeia de
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reacdo doando aos radicais livres elétrons ou hidrogénio, formando complexos
lipidio-antioxidante. Os antioxidantes de mecanismo secundério podem atuar na
complexacdo de metais, sequestro de oxigénio, absorcao de radiacéo ultravioleta ou
desativacao de oxigénio singlete (ADEGOKE et al., 1998).

O grupo mais importante dos compostos fendlicos séo os flavonoides e os
mais simples sdo os derivados do &cido fendlico, que contemplam os &cidos
benzdico e cinamico (Figura 5). Os acidos hidroxicinamicos sdo antioxidantes mais
efetivos do que os acidos hidroxibenzoicos. O poder antioxidante esta relacionado a
porcdo acida do composto e o numero de pontos relativos dos grupos hidroxil na
estrutura do anel aromatico (DE BEER et al., 2002). Como pode ser observado na
Tabela 1, tanto o &cido hidroxibenzoico quanto o acido hidroxicinamico sao grupos
gue englobam varias moléculas, que se diferenciam pela posicdo dos radicais no

anel basico.

Figura 5 - Estruturas moleculares do acido benzoico (a) e acido hidroxicinamico (b).

R

(b)
COOH

Acido hidroxibenzoico Acido hidroxicinamico

Fonte: DE BEER et al. 2002.
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Tabela 1 — Principais representantes dos acidos fendlicos e posicao de substituicdo na
estrutura base que diferenciam cada um dos compostos.

Compostos 2 3 4 5 6
acido hidroxibenzoico
acido salicilico OH H H H H
acido m-hidroxibenzoico H OH H H H
acido p-hidroxibenzoico H H OH H H
acido protocatecuico H OH OH H H
acido galico H OH OH OH H
acido vanilico H O-ME OH H H
acido siringico H O-ME OH O-ME H
acido hidroxicindmico
acido p-cumarico H H OH H H
acido cafeico H OH OH H H
acido ferrulico H O-ME OH H H
acido sinapico H O-ME OH O-ME H

* 0s nameros 2, 3, 4, 5 e 6 referem-se ao a posicao do carbono onde ha a substituicdo do radical; O-
ME (oxigénio e grupo metil).
Fonte: DE BEER et al. 2002.

Para a quantificacdo dos compostos fendlicos existem métodos por
espectrofotometria, cromatografia gasosa e cromatografia liquida de alta eficiéncia.
O ensaio mais utilizado para a quantificacdo destes compostos é o teste de Folin-
Ciocalteu, método de facil execucdo e boa reprodutibilidade, porém néo especifico,
uma vez que nao detecta compostos fendlicos de cada classe, e sim qualquer
estrutura caracteristica deste grupo. Baseia-se na reacdo de oxido-reducdo do
reagente com o composto fendlico, que por sua vez forma espécies reduzidas
denominados complexos de molibdénio-tungsténio (Figura 6), que desenvolve uma
coloracdo azul. A intensidade da cor é proporcional ao numero de hidroxilas ou
grupos potencialmente oxidaveis presentes na estrutura avaliada (BOROSKI et al.,

2015).
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Figura 6 - Reagdo dos compostos fendlicos com reagente de Folin Ciocalteu.

co0- COO0-
_2M06+ . " —EMD-‘-—EH*
HO OH 0 QH
H
Cor: amarela Cor: azul

Fonte: DE BEER et al. 2002.

3.4.3 Flavonoides

Dentro da classe dos compostos fendlicos estdo os flavonoides, que
representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os produtos de
origem vegetal. Sua descoberta se iniciou em 1930, quando uma nova substancia foi
isolada das laranjas, a qual acreditava-se na época, ser um membro de uma nova
classe de vitaminas, designado vitamina P. Mais tarde, tornou-se claro que essa
substancia se referia a rutina, uma molécula pertencente a classe dos flavonoides.
Até agora mais de 4000 moléculas de flavonoides foram identificadas e estéo
amplamente distribuidas no reino vegetal (MIDDLETON, 1998).

Nos alimentos os flavonoides sdo geralmente responsaveis pela cor, sabor,
prevencdo da oxidacdo da gordura e protecdo de vitaminas e enzimas (YAO, JIANG
e SHIETAL, 2004). Sua estrutura quimica (Figura 7) consiste em dois anéis
aromaticos caracteristicos denominados anel A, derivado do ciclo acetato/malonato,
e 0 anel B, proveniente da fenilalanina, unidos por trés carbonos que formam um
anel heterociclico, denominado anel C (MERKEN e BEECHER, 2000).
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Figura 7 - Estrutura basica dos flavonoides

Fonte: KUMAR e PANDEY, 2013.

Os principais grupos de flavonoides sdo os flavondis, flavonas, flavanois,
flavanonas, flavononois e isoflavonas, que se diferem no nivel de oxidacéo e padréo
de substituicdo do anel C. Dentro de cada um desses grupos ha diferentes
compostos que se diferenciam entre si por substituicido dos aneis A e B, conforme
exposto na Tabela 2 (KUMAR e PANDEY, 2013).

Tabela 2 — Principais representantes dos flavonoides e posicdo de substituicdo na estrutura
base que diferenciam cada um dos grupos.

. Substituicdo

Grupo Flavonoides 5 5 - 3 4
Eriodictiol OH H OH OH OH

Flavanona Hesperitina OH H OH OH O-ME
Naringenina OH H OH H OH
Flavanol Catequina OH H OH OH OH
Galocatequina OH H OH OH OH
Apigenina OH H OH H OH
Flavona Cristina H H OH H H
Leteolina OH H OH OH OH
Kamferol OH H OH H OH
Flavonol Miricetina OH H OH OH OH
Quercetina OH H OH OH OH
Flavononol Taxifolina OH H OH OH OH
Daidazina H H OH H OH
Isoflavona Genistéina OH H OH H OH
Gliceteina OH O-ME OH H OH

Formononetina H H OH H O-ME

* 0s numeros 2, 3, 4, 5 e 6 referem-se ao a posi¢do do carbono onde h& a substituicdo do radical.; O-
ME (oxigénio e grupo metil). Fonte: KUMAR, 2013.
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Os métodos utilizados para a quantificacdo de flavonoides totais baseiam-se
na reacdo de complexacdo do composto avaliado com o metal aluminio, formando
um complexo colorido (amarelo) e estavel em metanol acidificado (Figura 8). Por ndo
ser um meétodo especifico, a determinacdo dos flavonoides pode englobar varias
classes diferentes deste grupo (BOROSKI et al., 2015).

Figura 8 - Formagédo do complexo flavonoide e aluminio
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Cor: transparente Cor: amarelo
Fonte: BOROSKI et al. 2015.

3.5 Propriedades antimicrobianas

Desde a antiguidade, as plantas tém sido utilizadas por varias comunidades
para tratar uma grande quantidade de doencas, incluindo as infecgbes. Numerosos
estudos sobre a farmacologia das plantas medicinais foram realizados com a
perspectiva de reduzir os custos e melhorar a qualidade do tratamento ja que estas
constituem uma fonte potencial para a producédo de novos medicamentos ou podem
aumentar os efeitos dos antimicrobianos convencionais (SILVA e FERNANDES
JUNIOR, 2010).

Grande parte dos alimentos de origem vegetal ou animal possuem um tempo
de vida util reduzido, pois se deterioram com facilidade, o que acarreta uma reducao
na sua qualidade. A deterioracdo dos alimentos ocorrerm por inumeros fatores,
dentre eles o tipo de produto, a composicéo, formulagcéo, embalagem e condigcéo de
estocagem. A principal forma de deterioracdo dos alimentos é de origem microbiana
(MELO, SOARES e GOLCALVES 2005). Para contornar este problema sé&o

aplicados aos alimentos substancias com atividade conservante que impedem ou
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retardam alteracbes provocadas pela acdo de microrganismos, enzimas e/ou
agentes fisicos (HONORATO et al., 2014).

Avaliando o numero de artigos publicados pelo Science Direct no periodo de
1999 a 2016, referente ao tema atividade antimicrobiana de plantas medicinais
(Figura 9), pode-se verificar que o assunto tem despertado o interesse crescente por
parte da comunidade cientifica dedicada a investigacdo das propriedades medicinais
das plantas. Esse interesse se deve a busca de fontes alternativas e seguras para o
controle de patogenos transmitidos principalmente pelos alimentos. A utilizagédo
desses produtos visa a producao mais econdmica de antimicrobianos e a eliminagéo
de microrganismos que adquiriram resisténcia a conservantes e antimicrobianos
sintéticos (GYAWALI e IBRAHIM, 2014).

Figura 9 — Levantamento do numero de artigos publicados no periodo de 1999 a 2016
referente ao tema de atividade antimicrobiana de plantas medicinais.

Miamero de publicacies
e La = [¥y] [a)]
o o o o o
2 8 8 B B

2

[ ]

1999 20002001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 20102011 2012 2013 2014 2015 2016

Periodo [Ano)

De acordo com Savoia (2012) os principais compostos responsaveis pela
atividade antimicrobiana promovida por espécies vegetais sdo o0s alcaloides,
flavonoides, terpenos e os polifenois. Sabe-se que as propriedades antibacterianas
dos flavonoides provém da capacidade de formar complexos tanto com proteinas
extracelulares quanto soluveis, bem como com membranas bacterianas, que
causam desestabilidade celular (COWAN, 1999; FOWLER et al., 2011).
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3.5.1 Métodos de avaliagcdo da atividade antimicrobiana

Existem varias técnicas para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos
vegetais, dentre elas técnica de difusdo em agar (poco e disco) e de microdiluicéo,
também chamada de Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Este dltimo método tem
sido mais utilizado, pois além de ser confiavel e econémico, avalia um nimero maior
de microrganismos e ativos, além de fornecer dados quantitativos (DE BONA et al.,
2014). A CIM é realizada em microplaca de 96 pocos que permite o teste de varias
concentracfes do extrato apds sua diluicdo seriada, e consiste na determinacdo da
concentragdo inibitéria minima do extrato capaz de inibir o crescimento de

determinado microrganismo.

Além da técnica de concentracdo inibitdria minima, existe o método de
checkerboard, que também é realizado em microplaca. Este, por sua vez, explora
ainda mais o processo de microdiluicdo de ativos, pois permite a combinacdo de
compostos e a avaliacao da interacdo entre eles (WHITE et al., 1996; BONAPACE et
al., 2000).

E importante salientar que devido a complexidade quimica dos extratos
vegetais torna-se inviavel relacionar atividade biol6gica a um Unico ativo isolado,
uma vez que as plantas possuem inumeros compostos que podem atuar

sinergicamente ou antagonicamente entre si (BRUSOTTI et al., 2014).

3.6 Conservantes

7

A utilizacdo de conservantes ja € pratica comum nas indUstrias, seja
alimenticia, cosmética ou farmacéutica, pois pretendem retardar a deterioracdo do
produto, aumentar sua vida Util e manter suas caracteristicas originais, garantindo
assim que os mesmos atendam as expectativas e necessidades dos consumidores.
O processo de conservagdo de alimentos pode ter efeitos indesejaveis a longo
prazo, dependendo da substancia e tempo de exposi¢cdo dos consumidores ao
conservante. Como consequéncia disso o numero de alimentos frescos

minimamente processados e altamente pereciveis surgiram no mercado,
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conservados por processos fisicos mais brandos, como utilizacdo de temperatura e

embalagem em atmosfera modificada (RAHMAN, 2007).

Ha muitos anos conservantes quimicos como &acido benzoico, acido
ascorbico, sorbatos, acido propidnico, nitritos e parabenos sdo amplamente
utilizados como agentes conservantes confiaveis, no que diz respeito ao controle
microbiano nos alimentos (BRUL e COOTE, 1999). Outro conservante sintético
muito utilizado em cosméticos, alimentos e na industria farmacéutica € o butil
hidroxianisol (BHA), que se caracteriza por sua excelente atividade antioxidante e
modesta atividade antimicrobiana, com maior efeito contra fungos e bactérias gram

positivas e menor atividade contra bactérias gram negativas (ROWE et al., 2012).

Entretanto, o emprego do BHA tem sido questionado quanto a sua
toxicidade, pois possui efeito genotdéxico causando danos ao estbmago, colon,
bexiga e cérebro originando células neoplasicas quando exposto a longo prazo
(POLONIO, 2010). De maneira geral as estruturas moleculares desses compostos
sintéticos oferecem riscos a saude dos consumidores e ndo satisfazem mais o
conceito de alimentos “saudaveis”, conceito este que vem ganhando cada vez mais
destaque e apelo pelos consumidores, que se tornaram mais exigentes e atentos

aos aspectos relacionados a saude alimentar (RAHMAN, 2007).

Neste cenario, surgem 0s conservantes naturais que podem desempenhar
atividade conservante isolada ou associada a conservantes sintéticos de forma
eficiente, atentendo as exigéncias do mercado e reduzindo efeitos colaterais
promovidos pelos conservantes sintéticos (CAROCHO et al., 2014). Exemplos de
compostos naturais com potencial atividade conservante sdo 0s terpenos e seus
familiares, dentre eles o carvacrol, timol e mentol. O carvacrol € um fenol
monoterpenoide, presente em grandes quantidades no orégano, que mesmo em
baixas concentragdes exerce excelente atividade antimicrobiana contra Escherichia
coli, Bacillus cereus e Staphylococcus sp. (ULTEE e SMID, 2001; ULTEE, BENNIK e
MOEZELAAR, 2002; NOSTRO et al., 2004; XU et al., 2008).

Os polissacarideos naturais ja sédo utilizados como aditivos alimentares e
exercem efeitos positivos a saude sem toxicidade relatada. A quitosana e seus

derivados (extraidos das conchas de crustaceos) séo utilizados nas industrias
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alimentar e farmacéutica e exercem efeitos antimicrobianos, antitumorais,

anticancerigenos, anti-inflamatorios, antioxidantes dentre outros (XIA et al., 2011).

3.7 Aplicagcédo de insumos naturais em alimentos

7

O contato com produtos naturais é evidente desde o inicio da historia
humana, no entanto apenas no final do século XIX iniciaram-se estudos com o
intuito de conhecer e comprovar as verdadeiras estruturas vegetais responsaveis
pelas atividades biologias observadas (KHAN e ABOURASHED 2011). Estes
estudos tornaram a aplicagdo dos insumos naturais mais acertivas e especificas,
uma vez que a resposta obtida ja havia sido comprovada. Pesquisadores afirmam
gue 0s extratos vegetais, podem ser classificados como alternativas promissoras na
substituicio de conservantes de alimentos, gracas a grande quantidade de

compostos biologicamente ativos (WALLACE, 2004).

Em 2011, aproximadamente 250 plantas eram utilizadas em produtos
alimentares comerciais como aditivo e aromatizante. A funcdo desses aditivos é
basicamente impedir o crescimento de microrganismos sem alterar as caracteristicas
organolépticas do produto e proteger o consumidor de alimentos contaminados que
podem acarretar diversas patologias (CARDOSO et al., 2011). Além disso, retardam
o processo de oxidacdo dos componentes lipidicos e deterioracdo do produto
(SOARES et al., 2012). Resumidamente, a utilizacdo de conservantes visa preservar
as caracteristicas sensoriais do produto, aumentar sua vida util, reduzir perda
econdmicas com desperdicios e manter o alimento apto para consumo (SOUZA,
LIMA E NARAIN, 2003).

Em levantamento realizado por Falowo et al. (2014) foi avaliada a
estabilidade oxidativa de conservantes naturais com atividade antioxidante aplicados
a diversos tipos de carnes e observaram que o orégano associado a folhas de salvia
apresentaram significativo decréscimo de oxidacado lipidica por um periodo de 98
horas, quando estocados a 4°C na concentragdo de 0,2% de cada composto. O
extrato de sementes de uva aplicado na concentracdo de 1,0% a carne cozida
mantida sob refrigeracdo a 4°C obtiveram estabilidade oxidativa por 9 dias. O
alecrim empregado na concentracao de 0,1% em figado de porco (a 4°C) apresentou
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decréscimo da oxidacéo de proteinas por 90 dias e a casca de pinho a 1,0% inserida
a carne de porco e mantida a 4°C obteve um decréscimo de oxidacao lipidica por até
12 dias.

Portanto, a busca por substancias naturais com atividade conservante tem
sido cada vez mais explorada pelo mercado, com o intuito de substituir conservantes
sintéticos com potencial toxico utlizados na inddstria alimentar, incorporar
propriedades funcionais e bioativas e tornar os alimentos seguros e saudaveis para
consumo. Além disso, incorporacdo de insumos naturais pode incrementar as
caracteristicas organolépticas do produto, torna-lo mais atrativo para o consumidor,
que tem se preocupado cada vez mais com uma melhor qualidade de vida
(HYGREEVA, PANDEY e RADHAKRISHNA., 2014; CAMPELO, 2016).
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CAPITULO 1

ATIVIDADE BIOLOGICA E QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS EM
EXTRATO DE ERVA MATE E SUA APLICACAO EM HAMBURGUER DE PEIXE

RESUMO

Ha milénios as plantas sao fontes naturais de substancias utilizadas na industria. Um
exemplo dessas plantas é a erva mate, que por sua vez contém elevado conteddo
de compostos biologicamente ativos com potencial aplicacao industrial. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a atividade bioldgica do extrato de erva mate, quantificar
seus compostos e aplicar em hamburguer de peixe. O extrato seco de erva mate foi
submetido a dois testes diferentes para avaliagdo da atividade antioxidante. No teste
de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) foram observados resultados de ICso de 7,91
ng mL™ para o extrato de erva mate (EEM) e 1,04 pg mL™ para o butil hidroxianisol
(BHA). Ja para o teste de FRAP (ferric reducing antioxidant power — poder
antioxidante de reducédo do ferro) os resultados de poder de reducao de Fe (Il) por
grama de amostra foram de 4922,67 para EEM e 15801,14 para BHA. A
investigagdo do poder antioxidante da combinagéo de erva mate e BHA foi realizada
por planejamento experimental pelo teste de DPPH, no qual os resultados obtidos
nos permite prever a resposta de cada composto em concentracbes pré-
determinadas. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi avaliada isoladamente
pelo teste de Concentragao Inibitéria Minima (CIM) e em combinacéo pela técnica de
checkerboard. Os resultados obtidos de CIM para o EEM frente a Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella Typhi. foram de 10 mg mL™, 5 mg mL™ e 10
mg mL™?, respectivamente, e para o BHA foi de 0,313 mg mL™ para todos os
microrganismos testados. Quanto a andalise de interacdo da combinacdo dos
compostos observou-se atividade aditiva, de acordo com o valor de ICIF calculado
que foi de 0,998 para S. aureus. A metodologia desenvolvida para a quantificacao
dos compostos da erva mate por cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) se
mostrou especifica, linear, precisa e exata. Os resultados da quantificacdo dos
compostos por CLUE foram de 49,6 mg g™ de &cido clorogénico, 34,5 mg g de
cafeina e 23,1 mg g* de rutina. Por fim, foram preparados os hamblrgueres de
peixe e realizadas as andlises de composi¢cdo centesimal, oxidag¢do lipidica e
microbiolégica. Nao foi observada oxidacao lipidica no produto. Quanto a analise
microbiolégica de contagem de mesofilos no hambuarguer de peixe foi observado
diferenca estatistica entre a fomulacao controle e as formula¢cées com BHA e extrato
de erva mate a 1,0%. Contudo, estudos adicionais utilizando a erva mate devem ser
realizados para comprovar seu efetivo poder conservante.

Palavras chave: Antioxidante. Antimicrobiano. Checkerboard. Conservante.
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia. Butil hidroxianisol.
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ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITY AND QUANTIFICATION OF BIOATIVE COMPOUNDS IN
MATE HERB EXTRACT AND ITS APPLICATION IN FISH HAMBURGER

For thousand of years, plants have been natural sources of substances used in
industry. An example of such plants is yerba mate, which in turn contains high
content of biologically active compounds with potential industrial application. This
paper aimed to assess the biological activity of yerba mate extract, to quantify its
compounds and to apply in fish hamburger. The yerba mate dry extract was
submitted to two different assays in order to evaluate the antioxidant activity. In the
DPPH assay, ICs results of 7.91 ug mL™ for the yerba mate extract (YME) and 1.04
ug mL™ for butyl hydroxyanisole (BHA) were observed. For the FRAP assay, the
results of Fe (Il) reduction per gram of sample were 4922.67 for YME and 15801.14
for BHA. The research of the antioxidant power of the combination of yerba mate and
BHA was carried out by experimental design by the DPPH assay, in which the
obtained results allow us to predict the response of each compound at predetermined
concentrations. The assessment of the antimicrobial activity was carried out in
isolation by the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assay and in combination
with the checkerboard technique. The results obtained from MIC for YME against
E.coli, S. aureus and Salmonella sp. were 10 mg mL™, 5 mg mL™ and 10 mg mL™,
respectively, and for BHA was 0.313 mg mL™ for all assessed microorganisms. In
regard to the interaction analysis of the compound combination, additive activity was
observed, according to the calculated FIC index value of 0.998 for S. aureus. The
methodology developed for the quantification of yerba mate compounds by ultra
performance liquid chromatography (UPLC) was specific, linear, precise and
accurate. The results of the compounds quantification by UHPLC were 49.6 mg g of
chlorogenic acid, 34.5 mg g™* of caffeine and 23.1 mg g™ of rutin. Finally, the fish
hamburgers were prepared and the analyzes of centesimal composition, lipid and
microbiological oxidation were carried out. No lipid oxidation was observed in the
product. Regarding the microbiological analysis of mesophilic counts, statistic
difference was observed between the control formulation and the formulations with
BHA and 1.0% yerba mate extract. However, additional studies using yerba mate
should be performed to prove its effective preservative power.

Keywords: Antioxidant. Antimicrobial. Checkerboard. Preservative. Liquid
Chromatography of Ultra Efficiency. Butyl hydroxyanisole.
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1 INTRODUCAO

Ha milénios as plantas sdo fontes inspiradoras de produtos ou derivados
com potenciais atividades biologicas, servindo como protétipos de moléculas
biologicamente ativas sintetizadas para aplicagdo em larga escala na industria. A
utilizacdo cem por cento natural dos compostos ativos extraidos das plantas
geralmente é impraticavel, gracas ao seu baixo redimento. Além disso, a
complexidade dessas moléculas dificulta sua sintese completa e encarece o
processo. Portanto, para viabilizar a utilizacdo dessas substancias foi necessario
técnicas alternativas, como a semi-sintese dos compostos naturais, que tem como
objetivo rearranjar moléculas naturais simples desprovidas de atividade para obter

moléculas complexas biologicamente ativas (ATANASOV et al., 2015).

Os estudos de derivados vegetais ndo se limitam apenas a investigacao de
estrutura biologicamente ativa e processos de isolamentos dos compostos, mas
também a sua aplicacdo a induastria, principalmente alimenticia, que tem causado
interesse aos consumidores que procuram produtos de alta qualidade com
propriedades nutricionais. A proposta de substituir conservantes sintéticos por
naturais tornam o alimento mais seguro para consumo, além de atuar positivamente
a saude de seus consumidores. Portanto, nos ultimos anos o interesse nas plantas
tem focado em sua introducdo em produtos alimentares com o intuito de otimizar sua
vida util, sem alterar significativamente suas caracteristicas organolépticas ou
nutricionais (TIWARI et al., 2009).

Um exemplo de planta que possui compostos biologicamente ativos é a
erva-mate (llex paraguariensis, St. Hill), planta muito cultivada na América do Sul
(Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai) chegando a aproximadamente 540.000 km?
de area de cultivo (PAGLIOSA et al., 2010 ). E normalmente consumido na forma de
mate, tereré e cha, e seu consumo no Brasil pode alcancar valores aproximados de
5 kg per capta por ano, na Argentina 6,5 kg/hab/ano e no Uruguai 10 kg/hab/ano, o
que favorece a promocao de beneficios a saude de seus consumidores (CARDOZO

JUNIOR e MORANDI, 2016).

Numerosos compostos fitoquimicos ativos foram identificados na erva mate,

resposaveis por diversas atividades biolégicas. Entre eles, duas classes se
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destacam, os polifendis (4cido clorogénico) e xantinas (cafeina e teobromina),
seguidos de alcalbides de purina (acido cafeico, acido 3,4-dicica-quinilico, &cido 3,5-
dicicaveliquico), flavonoides (quercetina, kaempferol e rutina), aminoacidos, minerais
(P, Fe e Ca) e vitaminas (C, B1 e B2) (POMILIO, TRAJTEMBERG e VITALE, 2002;
ZAPOROZHETS et al., 2004). De acordo com Heck e Mejia (2007) a cafeina, rutina
e a teobromina possuem atividade antioxidante, jA o acido clorogénico, além de

potencial antioxidante, detém de propriedades antimicrobianas.

Considerando que a erva mate possui potencial antimicrobiano e
antioxidante, atividades ja desempenhadas por conservantes sintéticos em
alimentos, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade bioldgica e
quantificar os compostos bioativos da erva mate, além aplicar seu extrato em

hamburguer de peixe para avaliar sua atividade conservante.
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2 MATERIAL E METODO

2.1 Material vegetal e butil hidroxianisol

O extrato seco de erva mate (lote A80916) foi gentiimente cedido pela
empresa Heide Extratos Vegetais situada em Pinhais, PR. O mesmo foi preparado
em solucéo hidroalcodlica e seco por spray dryer, cuja velocidade de secagem foi de
7L/hora com temperatura de entrada de 180°C e de saida de 90°C, sem a adicdo do

veiculo maltodextrina.

O conservante butil hidroxianisol (BHA - lote ABH015C010) foi adquirido da

empresa Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos de Cambuci, SP.

2.2 Atividade antioxidante

Os testes para avaliagcdo da atividade antioxidante do extrato e do BHA
foram realizado pelos métodos de captura do radical livre 2,2-difenil-1-picrihidrazila
(DPPH) e poder de reduc¢éo do complexo férrico (FRAP).

O teste de DPPH se baseou no método descrito por Boroski et al. (2015),
com adaptacdes, no qual foram transferidos 5, 10, 20 e 30 pyL de uma solucéo
amostra estoque diluida em metanol, para tubos de ensaios diferentes, e a cada um
desses tubos foram adicionados 2 mL de DPPH a 0,119 mmol L™. As concentracdes
finais avaliadas, tanto do extrato de erva mate quanto do BHA, foram de 5, 10, 20 e
30 pg mL™. Apds 30 minutos de reacdo, sob o abrigo da luz, foi realizada a leitura
das amostras em espectrofotdbmetro UV-VIS (PG instruments —T80+) a 517 nm,
cujos resultados obtidos foram expressos por ICso em pg mL ™.

O teste de FRAP procedeu conforme descrito pela EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, 2016) com adaptacdes, em que foi preparada
uma curva de calibragcdo a partir do padrao de sulfato ferroso, nas concentragdes
gue variaram de 500 a 2700 uM. Tanto o extrato quanto o BHA foram diluidos em
metanol nas concentracdes de 0,5, 0,25 e 0,125 mg mL™. Foram pipetados 0,09 mL
da solucédo amostra, 0,27 mL de agua e 2,7 mL do reagente de FRAP para tubo de

ensaio devidamente protegido da luz. Apés 30 minutos de reacdo em banho de agua
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a 37°C, as amostras foram avaliadas em espectrofotometro UV-VIS (PG instruments
—T80+), a 595 nm, e os resultados obtidos foram expressos em concentracdo de

extrato equivalente a UM de sulfato ferroso.

2.3 Quantificacdo de compostos fendlicos e flavondides totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos foi realizada pelo método de Folin-
Ciocalteu (Boroski et al., 2015). Foi preparada uma curva de calibracdo a partir do
padrdo de &cido gélico (Vetec) nas concentra¢cdes que variaram de 0,025 a 0,20 mg
mL™. Foram transferidos 0,25 mL da amostra ou padrdo para tubo de ensaio, 0,25
mL de reagente de Folin Ciocalteu diluido (1:1), 0,5 mL de solucédo saturada de
carbonato de sodio e 4 mL de agua destilada, que apds 25 minutos de reacdo ao
abrigo da luz, foram centrifugadas por 10 minutos a 3000 rpm. A concentragao
analitca da amostra de extrato avaliada foi de 2,0 mg mL™ em etanol, e os
resultados foram obtidos pela avaliacdo das amostras em espectrofotdbmetro UV-VIS
(PG instruments —T80+) a 725 nm, calculados através da equacdo da regressao
linear da curva de calibracdo do acido galico, expressos em mg de equivalente de
acido galico por g de extrato (EAG g™).

O teste de flavonoides totais também foi realizado segundo Boroski et al.
(2015), em que a curva de calibracdo foi preparada com o padrdo de quercetina
(Sigma Aldrich) contemplando o intervalo de 0,01 a 0,1 mg mL™. O extrato foi diluido
em etanol & concentracdo de 2,0 mg mL™?, em que 0,5 mL dessa solucdo foi
transferida para tubo de ensaio contendo 0,25 mL de solucdo de cloreto de aluminio
a 5% e 4,25 mL de metanol. Ap6s 30 minutos de reacdo (ao abrigo da luz) as
amostras foram avaliadas em espectrofotémetro UV-VIS (PG instruments —T80+) a
425 nm e os resultados de teor de flavonoides presentes no extrato foram calculados
baseando-se na equacédo da reta obtida pela curva do padrdo de quercetina e

expressos em mg de equivalente a quercetina por g de extrato (mg EQ g™).
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2.4 Atividade antimicrobiana do extrato de erva mate e BHA

A atividade antibacteriana do extrato seco de erva mate e do BHA foram
testadas utilizando a metodologia da determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) por microdiluicdo em microplacas, conforme CLSI (2015). Os
microrganismos testados foram as bactérias Salmonella enterica sorovar Typhi
(ATCCO06539), Staphylococcus aureus (ATCC14458) e Escherichia coli
(ATCC10536).

O experimento foi realizado em microplacas de 96 pocos, que apls as
diluicbes seriadas do extrato e adicdo do inéculo (padronizado pela escala de
Mcfarland a 0,5) a cada poco, foram incubadas a 36°C por 24 horas em estufa
bacteriol6gica. Posterior a este periodo, foi aplicado a cada poco da microplaca 5 pL
da solucao de cloreto de trifeniltetrazolio (CTT) a 0,5% e novamente as placas foram
incubadas em estufa a 36°C por um periodo aproximado de 3 horas, facilitando
assim a visualizacao dos resultados. Os pocos onde se observou a coloragdo rosa
indicava que houve crescimento bacteriano. A CIM foi definida como a menor

concentracéo do extrato, em mg mL™, capaz de impedir o crescimento microbiano.

Para o teste de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) foram transferidas
aliquotas de cada poco onde nao foi observado crescimento visual (anterior a adicéo
do corante CTT), para agar Muller Hinton, na sequéncia as placas foram incubadas a
36°C por 24 horas. A CBM foi definida como a menor concentracdo do extrato em

estudo capaz de causar a morte do in6culo.

2.5 Anélise de interagdo antimicrobiana por checkerboard

O método de checkerboard consistiu na diluicdo seriada do BHA e extrato de
erva mate em microplaca de 96 pocos, conforme descrita por Endo et al. (2010), que
resulta em combinacdes diferentes destes ativos. O célculo de ICIF (indice de
Concentracdo Inibitoria Fracionada) avalia e classifica a interagdo dos compostos,
levando em consideracdo a concentracdo minima inibitéria do composto associado e

isolado, conforme a seguinte formula:
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(CIM extrato na combinagio) (CIMconservante na combinagio)

ICIF =
(CIM extrato) (CIM do conservante)

Segundo Nogueira (2012), valores de ICIF < 0,5 caracteriza interagéo
sinérgica entre os compostos; entre 0,5 e 1,0, interacdo aditiva; entre 1,0 e 2,0
interagOes indiferente e ICIF maior que 2,0 caracteriza interagdo antagonica entre 0s

compostos.

2.6 Densenvolvimento e validacdo de metodologia analitica para
guantificacdo de compostos de erva mate por cromatografia liquida de
ultra eficiéncia

O desenvolvimento do método analitico para avaliagdo de cafeina,
guercetina, rutina e acido clorogénico no extrato de erva mate foi realizado por
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE). O cromatdgrafo utilizado foi da
marca Waters acquity H-class equipado com injetor, bomba quaternaria, forno e
detector. O software utilizado para anélise de dados foi o0 Empower © 3. A separacao
cromatografica foi realizada com coluna C18 (octadecilsilano) Waters Acquity BEH
100 mm x 2,2 mm x 1,7um. A fase moével foi composta de acido trifluoracético 0,1%
(TFA) e metanol, com gradiente de concentracdo que iniciou com 80% de TFA 0,1%
e 20 % de metanol, em 1 minuto foi para 60% de TFA 0,1% e 40% de metanol, em 6
minutos 43% de TFA 0,1% e 57% de metanol, em 6,2 minutos retornou a condi¢cao

inicial (80:20), no qual se manteve até 7 minutos.

As amostras foram preparadas na concentracédo de 100 pg mL™ em &gua
ultrapura e filtradas em membrana hidrofilica PVDF (polyvinylidene difluoride, que se
refere ao material de difluoreto de polivinilideno) de abertura de poro de 0,22 um da
marca Merck®. O Fluxo utilizado foi de 0,35 mL min™, temperatura da coluna de
45°C, temperatura do injetor de 5°C e volume de injecdo de 3 puL. O comprimento de

onda de 254 nm.

A validacdo da metodologia analitica para a quantificagcdo dos compostos

contidos na erva mate foi realizada contemplando os parametros de especificidade,
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linearidade, precisdo, exatiddo e robustez do método, conforme guia Q2 (R1) da
Conferéncia Internacional de Harmonizagdo (International Conference on

Harmonisation, ICH) que aborda o procedimento de validagédo analitica (ICH, 2005).

2.7 Atividade antioxidante combinada (extrato de erva mate x BHA)

Foi proposto um planejamento experimental com 2 fatores, 3 repeticoes

leveis, desenvolvido pelo software Design Expert versdo 7.0, conforme Tabela 3.

Tabela 3 — Contempla o planejamento experimental das diferentes concentracfes de extrato de erva
mate e BHA associados.

Amostra A: extrato de erva mate (ug/mL) B: BHA (ng/mL)
1 0 10
2 0
3 0
4 5 10
5 10 10
6 5 10
7 0
8 5
9 0 10
10 5 10
11 10 10
12 5
13 5
14 10 0
15 10 5
16 0
17 5
18 10
19 5
20 10 5
21 5 0
22 10 0
23 10 5
24 5 0
25 10 0
26 0 0

N
~

10

=
o
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A metodologia experimental abordada para o teste citado foi a de redug&o do
radical DPPH realizada em espectrofotdmetro UV-Vis (PG instruments —T80+), no
qual combinou-se diferentes concentracoes de BHA e extrato de erva mate, que
variaram de 0 a 10 pg mL™, preparadas em metanol. O procedimento analitico foi

executado conforme métodos de DPPH, descrito anteriormente.

2.8 Aplicacdo do extrato de erva mate ao hamburguer de peixe

O hamburguer de peixe teve sua formulagdo base fundamentada no dossié
técnico apresentado por Guerreiro (2006), para preparo de hamburgueres.

O filé de tilapia foi adquirido comercialmente na cidade de Toledo, PR e
transportado em caixa térmica até a Fundacdo de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico (FUNDETEC) para preparo das formulacbes testes. Os insumos
bésicos utilizados foram sal (marca Cisne, lote 7013161229C), farinha de mandioca
branca (marca Pinduca, lote 2P0011) e filé de tilapia (marca Pescados Sereia, lote:
02/01/2017). Os tratamentos diferiram entre si quanto a adicdo e concentracdo de
extrato de erva mate (Heide Extratos Vegetais, lote A80916) e butil hidroxianisol
(Henrifarma Produtos Quimicos e Farmacéuticos, lote ABH015C010). As

formulacdes foram elaboradas conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 - Formulagdes testadas para os hambuirgueres de peixe com e sem a adicao do extrato de
erva mate e BHA.

Ingredientes/ Formulacdo 1 Formulagdo 2 Formulacdo 3 Formulacdo 4 Formulacéo 5
Formulacdes
% de cada insumo

Tilapia 89,70 89,69 89,20 88,70 89,67
Sal 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30

Farinha 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00

Extrato - - 0,50 1,00 -

BHA - 0,01 - - 0,03
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Para o preparo dos hamburgueres de peixe foi utilizado equipamentos
especificos, dentre eles o moedor de carnes (SCHARFEN, tipo TC11, modelo TC11)
e a hamburgueira (Hamburgatrice automatica Planus 2002). ApGs 0 preparo 0S

hamburgueres foram mantidos sob refrigeracdo a =5 °C por um periodo de 28 dias.

2.9 Andlises fisico-quimicas

As analises de fisico-quimicas dos hamburgueres foram realizadas em
triplicata apenas no tempo zero, com excecdo da umidade, que foi avaliada durante
todo o periodo de armazenamento do produto.

Para a analise de umidade foram pesados aproximadamente 5 g de
hamburguer (previamente triturados) em cadinho de porcelana e secos de forma
direta em estufa a 105 °C até peso constante (NOLLET, 2004).

A quantificacdo de cinzas foi determinada por gravimetria, onde 5 gramas do
hamburguer de peixe triturado foram transferidos para cadinhos de porcelana e
incinerados em mufla a 550°C até obtencdo de cinzas brancas (aproximadamente
4h) (NOLLET, 2004).

A proteina bruta foi quantificada mediante a determinacé@o do nitrogénio total
pelo método de Kjeldahl, conforme AOAC (2000), no qual a amostra passa pelo
processo digestdo com mistura digestora (sulfato de cobre, selenito de sédio e
sulfato de sédio) e acido sulfarico. Apds a digestdo as amostras foram destiladas e
quantificadas por titulometria com solucdo de HCI 0,1M. O fator de correcao do acido
cloridrico utilizado foi de 1,0049.

O teor de lipidios foi determinado pela técnica de Soxhlet (Soxhlet, 1879),
em que 2 gramas de amostra passam por extracdo com éter de petroleo a quente.
Apos o periodo (aproximadamente 8 horas) de extracao foi realizada a secagem da
amostra em estufa para posterior quantificacao dos lipidios totais por pesagem direta

do residuo seco.

Os carboidratos totais foram estimados por diferenca, diminuindo de 100% a

somatoria dos demais componentes determinados no hamburguer.
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2.10 Avaliacédo da oxidacéo lipidica

A avaliacdo da oxidacéo lipidica do hambuarguer de peixe foi realizada nos
tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias por duas metodologias distintas: método de indice de
perdxidos e método de quantificacdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico,
(Thiobarbituric Acid Reactive Substances ou TBARS).

A determinacdo do indice de peroxidos foi realizada de acordo com o
meétodo oficial de indice de peréxido da Sociedade Americana de Quimicos
Petroliferos (AOCS, 2003), a qual expde 5 g do alimento a uma mistura de &cido
acético:cloroféormio (3:2) e solugcédo saturada de iodeto de potassio a 10%. Apds 5
minutos de reacédo foi adicionado o indicador de amido a 1% para que a amostra
fosse titulada com tiossulfato de sédio a 0,1M. O resultado foi avaliado calculando o

indice de peréxido em miliequivalentes de peréxido por kg de hamburguer.

A oxidacdo lipidica das formulagbes foi determinada pelo método de
TBARS, que consiste na complexacdo do malonaldeido com duas moléculas de TBA
(acido tiobarbiturico), promovendo o surgimento da coloracdo vermelha/résea. Para
o desenvolvimento do teste foi utilizado 10 gramas de amostra diluida em &cido
tricloroacético 7,5 %, que apos reacdo com a solucao de TBA 0,02 M por 10 minutos
em banho de agua a 95 °C foi avaliada em espectrofotbmetro UV-VIS (PG
instruments —T80+) a 532 nm. A curva padrdo foi preparada a partir do
tetraetoxipropano (TEP) nas concentracfes que variaram de 0 a 0,00135 M e os
resultados foram expressos em mg de malonaldeido kg™ de hamburguer (ZHANG,
2011).

2.11 Anélises microbioldgicas do hamburguer de peixe

Foram realizadas as analises microbiologicas no hamburguer de peixe nos
tempos 0, 7, 14, 21 e 28 dias, previstas por legislacdo para produtos a base de
pescado refrigerados ou congelados (hamburgueres e similares), de acordo com a
RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), que preconiza analise de

coliformes a 45°C, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp. Paralelamente
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as analises exigidas por legislacéo foi realizada a analise de contagem de mesdfilos,

com o intuito de complementar a analise microbiologica do alimento.

Os meétodos microbiolégicos foram realizados conforme Manual Analitico
Bacteriologico (Bacteriological Analytical Manual) do FDA (Food and Drug

Administration) com adaptacdes (FDA, 1998).

2.12 Anélises estatisticas

As anadlises estatisticas foram realizadas utilizando o sistema estatistico
Action Stat versao 3.1 e Design expert versao 7.0. Os testes de estatistica descritiva
(média e desvio padrdo) e de estatistica inferencial (teste de Tukey e ANOVA) foram
aplicados nos resultados das analises cromatogréaficas, quantificacdo de compostos
fendlicos, flavonoides totais, atividade antioxidante realizadas no extrato de erva
mate, e nos resultados obtidos das analises fisico-quimicas e microbiologicas dos

hamburgueres.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Atividade antioxidante e quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides

A Tabela 5 apresenta os resultados de atividade antioxidante do extrato de
erva mate e do BHA, avaliada pelos métodos de DPPH e FRAP, além dos resultados

da quantificacdo de fendlicos totais e flavonoides.

Tabela 5 - Resultados de DPPH, FRAP, fendlicos totais e flavonoides avaliados no extrato de erva
mate e no BHA.

DPPH FRAP Fendlicos totais Flavonoides
(ICsoempg mL™)  (umol de Fe (1) g™)* (EAG g™)? (EQg™?
Erva mate 7,91 + 0,06 4922 .67 + 23,17 104,54 + 0,00 23,11 +£0,01
BHA 1,04 + 0,26 15801,14 + 41,87 - -

'umol de Fe (Il) g*:poder de reducdo em pmol de Fe () por grama de amostra; > EAG gt
Equivalente a acido gélico por grama de amostra; EQ g': Equivalente a quercetina por grama de
amostra.

O método de DPPH expressou seu resultado por ICs, em pg mL 2, o qual se
refere a concentracdo de ativo necessaria para inibir 50% do radical DPPH utilizado
no teste (NEELAMBIKA e LEELAVATHI, 2015). Verifica-se na Tabela 5 que o BHA
possui uma atividade antioxidante aproximadamente oito vezes superior ao extrato
de erva mate, uma vez que guanto menor a quantidade de ativo necessaria para
inibir 50% do radical DPPH, maior seu poder antioxidante. O BHA é um composto
frequentemente utilizado na industria devido ao seu alto poder antioxidante,
portanto, o0 mesmo foi utilizado como padrédo de comparacéo frente ao extrato de
erva mate avaliado (SARKAR et al., 2015).

Berté et al. (2011) avaliaram a atividade antioxidante do extrato aquoso de
erva mate seco por spray dryer e obtiveram valores de ICsg igual @ 2,52 mg mL™, o
gque demonstra uma baixa atividade antioxidante. Outro trabalho que avaliou a
atividade antioxidante da erva mate por DPPH foi realizado por Huang et al. (2014),
no qual o resultado de ICso do seu extrato aquoso foi de 413 pg mL™. De acordo com
0 mesmo autor os diferentes solventes utilizados para extracdo dos compostos,

tempo de contato, processo de secagem e época de colheita interferem na
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composicdo final do extrato e consequentemente na atividade biolégica por ele
desempenhada, fato que pode justificar as diferencas apresentadas.

No teste de quantificacdo do poder de reducédo de sulfato ferroso por FRAP,
os resultados obtidos para o extrato de erva mate e BHA foram de 4922,67 e
15801,14 pmol de Fe(ll) g ! de amostra, respectivamente, o que comprova o alto
poder antioxidante do BHA visto que 1 grama do ativo é capaz de se complexar com
15801,14 umol de Fe(lll) a Fe(ll). Vale ressaltar que o extrato de erva mate
apresentou um efeito antioxidante apenas trés vezes inferior ao conservante
sintético, o que pode ser considerado um bom resultado, uma vez que o extrato de
erva mate € composto por uma mistura de substancias ativas e inativas (MIRANDA
et al., 2015).

O mecanismo de acao dos antioxidantes sintéticos, como o BHA, se deve a
sua estrutura fendlica que permite a doacdo de um préton a um radical livre da
molécula, o que ocasiona a interrup¢cdo do processo de oxidagdo por radicais livres.
Dessa maneira, os derivados fendlicos transformam-se em radicais livres, que por
sua vez, podem se estabilizar sem promover ou propagar reacfes de oxidacao
(KUMAR, 2011). J4 a atividade antioxidante de extratos vegetais se deve a presenca
de compostos fendlicos, moléculas capazes de doar radicais de hidrogénio para
parear com outros radicais livres disponiveis, retardando a oxidacdo e estabilizando
o sistema (DE BEER et al., 2002).

Quanto a quantidade de compostos fendlicos totais o0 extrato apresentou
cerca de 104,54 mg equivalente a &cido galico por grama de amostra (EAG g™).
Sabe-se que os flavonoides pertencem a classe dos compostos fendlicos
(MIDDLETON, 1998), portanto, dentro das 104,54 mg de compostos fendlicos
determinados no extrato de erva mate, 23,11 mg correspondem a flavonoides totais,

expresso em equivalente a quercetina por grama de amostra (EQG g ™).

Resultados distintos foram obtidos por Oh et al. (2013) em analise de chas
das folhas verdes de erva mate, no qual observaram resultados de 27,93 mg EAG
g’ do cha extraido em agua e 66,86 EAG g™ do cha extraidos em etanol. Nota-se
que a extracdo dos compostos fendlicos foi mais eficiénte quando extraidos em

etanol, o que corrobora com o mencionado anteriormente por Huang et al. (2014), ou
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seja, diferentes solventes podem extrair diferentes compostos, depende da
polaridade das moléculas presente no extrato.

Valerga, Reta e Lanari (2012), avaliaram as folhas da erva mate frescas e
secas e obtiveram resultados para compostos fendlicos de 4,15 mg e 96,07 mg EAG
g !, respectivamente. Observa-se que os resultados obtidos para as folhas secas
estdo proximos dos obtidos no presente trabalho, porém diferentes do obtido na
folha fresca. Isso se deve, provavelmente, a grande quantidade de agua presente na
folha fresca, que interfere diretamente na massa pesada e no resultado final da

quantidade de fendlicos totais.

Sabe-se que o0s compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides, sao
responsaveis por promover a atividade antioxidante, gracas as suas propriedades de
6xido-reducdo que neutralizam os radicais livres presentes no meio (DEGASPARI e
WASZCZYNSKYJ, 2004). A partir disso, pode-se associar a presenca destes
compostos no extrato de erva mate avaliado com os resultados obtidos de atividade

antioxidante.

3.2 Concentragdao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados obtidos no ensaio de concentragdo inibitéria minima para a
erva mate foram de 10 mg mL™ para Escherichia coli e Salmonella Typhi, e de 5 mg
mL™ para Staphylococcus aureus. O BHA apresenta valores de CIM de 0,313 mg

mL™ para os trés microrganismos testados.

Diferentes resultados foram obtidos por Matin et al. (2013) em estudo que
avaliou o extrato metanolico (M) e etanolico (E) da erva mate e obtiveram resultados
de CIM de 1,56 mg mL™ (M) e 0,78 mg mL*(E) para S. aureus, 3,13 mg mL™*(M) e
6,25 mg mL™*(E) para Salmonella enteritidis, e auséncia de inibicdo para E. coli nas

concentracoes testadas.

Como ja avaliado no presente trabalho, o extrato de erva mate possui
compostos fendlicos, dentre eles os flavonoides, que sdo os principais responsaveis
pela atividade microbiol6gica desempenhada por extratos vegetais, uma vez que as

plantas sintetizam esse composto naturalmente em resposta a infecdes microbianas
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(KUMAR e PANDEY, 2013). Essa atividade antimicrobiana é promovida pelo
mecanismo de interacdo do flavonoide bioativo com a regido hidrofilica dos
fosfolipidios na membrana celular e a eventual penetracdo dos mesmos ao nucleo
hidrofobico (HE et al., 2014)

Sabe-se que o BHA € um conservante muito utilizado na industria
farmacéutica com discreto poder antimicrobiano contra bactérias gram positivas e
negativas (ROWE et al., 2012). Seu potencial foi avaliado em 1994 por Kabara, no
qual observou concentracdo minima inibitria de 2 mg mL™ para E. coli e 0,250 mg
mL™* para S. aureus. Nota-se resultados coerentes ao encontrado no presente
trabalho para S. aureus. No entanto, para E. coli a CIM apresentou diferenc¢a (2,0 mg
mL™?), que pode ser explicada pela existéncia de diferentes sorotipos deste
microrganismo (EICHHORN et al., 2015).

No teste de Concentracdo Bactericida Minima (CBM) nédo foi observado
eliminagcdo completa dos microrganismos testados frente as concentracoes

avaliadas.

3.3 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

O método por cromatografia liquida de ultra eficiéncia foi desenvolvido com
base em levantamentos bibliograficos dos compostos de interesse contidos na erva
mate, a fim de elucidar suas estruturas e determinar os parametros de quantificacao.
Com base nesse levantamento, considerou-se para a quantificagdo dos compostos
da planta um representante do grupo dos alcaloides (cafeina), um do grupo do &cido
hidroxicinamico (acido clorogénico) e dois do grupo dos flavonoides (quercetina e
rutina), principais responsaveis pelas atividades antioxidante e/ou antimicrobiana
(BURRIS et al., 2011; BOJIC et al., 2013).

A metodologia analitica foi validada conforme guia Q2 (R1) da Conferéncia
Internacional de Harmonizacgao (International Conference on Harmonisation, ICH), e
contemplou os parametros de especificidade, linearidade, limite de quantificacdo (€ a
menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser quantitativamente

determinada com preciséo e exatiddo) e deteccéo (é a menor quantidade de analito
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em uma amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada
como um valor exato), precisdo, exatiddo e robustez (ICH, 2005). Os critérios de
aceitacdo para repetibilidade, intermediaria e recuperacdo foram calculados
considerando o limite de quantificacdo individual (Tabela 6), conforme guia de
validacdo de meétodos em andlise farmacéuticas (ERMER e MILLER, 2005) e
documento de orientacdo sobre validacdo de métodos analiticos do Immetro (DE
ACREDITACAO, 2011).

Vale ressaltar que ndo foi detectada quercetina na amostra de erva mate
avaliada, possivelmente porque sua concentragao encontrou-se abaixo do seu limite
de deteccdo calculado, que foi de 0,04 pg mL™ Portanto adicionou-se
propositalmente quantidade conhecida desse analito a amostra e avaliou sua
seletividade frente aos demais compostos. Os parametros de linearidade, precisao,
exatiddo e robustez foram avaliados apenas para 0os compostos efetivamente

presentes no extrato (rutina, acido clorogénico e cafeina).

A Figura 10 mostra o cromatograma da amostra preparada a partir do extrato,
enriquecida com quercetina, acido clorogénico, cafeina e rutina, pois contempla os
ativos de interesse no método e demais picos referentes a outros componentes do
extrato.

Figura 10 - Cromatograma do extrato de erva mate preparado em metanol e agua, acrescido de
quercetina, rutina, acido clorogénico e cafeina.

ALET

PO 2540 ninnef 2 #0-4:00% e

—Cuemeting - 4735

Cafeinag - 1-962—
Futing - 34—

éu:'i_dn domgerica--E08

Tempo (minutos)

O método desenvolvido mostrou-se adequado para a analise dos compostos
citados, visto que os resultados estdo de acordo com o preconizado pelo guia de
validagdo de meétodos em analise farmacéuticas (ERMER e MILLER, 2006). A

especificidade é comprovada pela homogeneidade espectral dos picos de interesse,
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que relaciona valores de angulo de pureza (Purity Angle - PA) e angulo limite de
pureza (Purity Thresold - PT). Para demonstrar pureza de pico o valor do angulo de
pureza deve ser inferior ao angulo limite de pureza. Para a cafeina os valores de PA
e PT foram de 2,138 e 2,326, respectivamente. O acido clorogénico obteve valores
de 0,396 (PA) e 0,880 (PT), a rutina de 0,835 (PA) e 1,788 (PT) e a quercetina de
3,592 (PA) e 4,660 (PT).

A precisao avalia a proximidade entre os resultados obtidos em dois niveis
(precisé@o repetibilidade (1) e intermediaria (2)) pelos valores de desvio padrao
relativo. Na Tabela 6 pode-se observar que os resultados de desvio padrao relativo
atendem os critérios de aceitacdo. A exatiddo avalia a recuperacdo dos ativos dentro
de uma faixa determinada para cada nivel avaliado. O resultado da Tabela 6
representa a meédia dos resultados obtidos em cada nivel avaliado de cada

composto e se mostra adequado ao que se propoe.

A linearidade pode ser comprovada pelo coeficiente de determinacdo (R?),
em gue valores mais préximos de 1,0 mostram uma relacao linear perfeita entre os
dados. O resultados exibidos na Tabela 6 para “R* se referem a média dos
coeficientes de determinacdo das trés curvas de cada ativo, em que todos os

resultados se demonstraram satisfatorios (>0,99).

Tabela 6 — Resultados obtidos nos parametros de linearidade, precisdo, exatiddo, limite de
quantificacdo e deteccao.

AtiVO Linearidade - precisdo 1  Precisdo 2 Reli)ljsgtla?ggéo LQ LD
Valor de R?  (DPR %) (DPR %) (%) (Mg mL™Y)  (ug mL™
Acido
clorogénico 0,9991 3,81 1,74 99,19 0,15 0,04
Cafeina 0,9996 1,40 1,93 99,63 0,17 0,05
Rutina 0,9996 1,41 0,98 96,80 0,10 0,03

LQ: Limite de quantificacdo. LD: Limite de deteccéo. As especificacdes para os valores de precisdo
séo de 10% para o nivel mais baixo (1,0%), e 5% para 0s niveis mais altos (5,0 e 10,0%); O critério
de aceitacao para exatiddo é de 80 a 120% (para 1,0%) e 90 a 110% (para 5,0 e 10,0%). Os valores
representados consideram a média dos resultados de cada parametro.

A robustez indica a capacidade de um método analitico em resistir a

pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos, que é comprovada por
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valores de desvio padrao relativo (frente a condi¢do original do método) e pureza de
pico, conforme mostra a Tabela 7, em que todos os resultados atendem os critérios
de aceitacdo, exceto temperatura. Além disso, os parametros de alteracdo de fase
movel apresentaram distor¢cdo nos picos ao longo do gradiente, o que inviabilizou a

avaliacao de pureza de pico e desvio padrao relativo.

Tabela 7 — Resultados de desvio padréo relativo e pureza de pico para os ativos (exceto quercetina)
obtidos no par@metro de robustez.

Cafeina Acido clorogénico Rutina
[(’;;* o DPR (%) o DPR (%) i
Fwo03s 097 B0 204 088 g0
Fluxo 0,37 0,12 i:ggg 1,91 g:?gg 012 Zzgig
Temperatura 40°C 4,27 ig?g 5,29 ;(ﬁg 0,18 éiii
Coluna (lote) 0,31 ;igi 0,82 833; 0,07 2223

* DPR (Desvio Padréo Relativo); PA (Purity Angle); PT (Purity Thresold).

3.4 Quantificacdo de compostos por cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Os resultados obtidos para a quantificagdo dos compostos na amostra foram
de 49,6 mg g™ para acido clorogénico com Desvio Padrdo Relativo (DPR) de 1,83%,
34,5 mg g™ para cafeina com DPR de 0,36% e 23,1 mg g™ para rutina com DPR de
1,22 %, e a quercetina ndo foi detectada. Como discutido anteriormente, o acido
clorogénico possui atividade tanto antimicrobiana quanto antioxidante, o que
favorece e fundamenta a aplicacdo do extrato em formulacdes alimenticias para

atuar como conservante natural.

A Figura 11-A apresenta o cromatograma do padrédo utlizado na
quantificacdo da amostra, e a Figura 11-B a amostra do extrato de erva mate.
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Figura 11 — Cromatogramas obtidos na quantificagdo dos compostos do extrato de erva
mate avaliado por CLUE (A — padrdo; B — amostra).
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Bojic et al. (2013) avaliaram o extrato aguoso de erva mate por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e constataram a presenca de 3 mg g de
acido clorogénico, 2,3 mg g* de rutina, 54 mg g* de cafeina, e também n&o
detectaram quercetina. Filip et al. (2001), analisaram extratos aquosos de llex
paraguariesis e observaram a presenca de 28 mg g™ de &cido clorogénico, 0,6 mg g°
! de rutina e 0,031 mg g™ de quercetina.

A diferenca obtida tanto por Bojic et al. (2013), quanto por Filip et al. (2001)
pode ser justificada pelo processo extrativo os quais a amostra foi submetida. Os
dois autores citados prepararam seus extratos em agua, ja no presente trabalho o
extrato foi preparado em solucéo hidroalcoodlica. De acordo com Dent et al. (2012),
diferentes solventes utilizados no processo de extragdao, sob tempo de agitacao e
temperatura diferentes podem promover a extracdo de diferentes compostos em
diferentes quantidades.
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3.5 Atividade antioxidante combinada (extrato de erva mate x BHA)

Os resultados de atividade antioxidante obtidos da avaliagdo da combinacéo
entre extrato e BHA estéo representadas no Grafico 1, cujo o ajuste matematico que
se mostrou mais adequado foi um polinémio de grau dois (cubico), com coeficiente
de correlacao de 0,9895 (Equacao 1), desvio padréo de * 3,7 % e média de 67,39%.
Observa-se que o BHA possui atividade antioxidante superior ao extrato avaliado,
uma vez que a inibicdo do radical DPPH, promovida por ele é maior, como ja

elucidado anteriormente.

R =+ 0,00552778 + 0,048506 x A + 0,15915 x B + (- 0,00533 x A x B) + 0,00132667

X Az - 0,00700677 x B2
(Equacéo 1)

Sabendo que o BHA é um antioxidante sintético com potencial citotoxico
(VANDGHANOONI et al., 2013), é fundamental determinar qual a quantidade
minima a ser adicionada para que, junto com outro (S) composto (s), possam obter
atividade antioxidante adequada. Na Figura 12, observa-se que, mesmo utilizando a
maxima concentracdo de extrato, na auséncia de BHA, a inibicdo do radical de
DPPH é de aproximadamente 65%. Utilizando a Equacdo 1 (em que A se refere ao
extrato de erva mate e B ao BHA) e adotando a maxima quantidade de extrato
testado (10 ug mL™), é possivel prever a quantidade de BHA minima necessaria

para se obter a resposta maxima, que seria igual a 3,88 ug mL™.
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Figura 12 - Superficie de resposta para porcentagem de inibicdo do radical DPPH em diferentes
concentragdes (Hg mL'l) de BHA (B) e extrato de erva mate (A) combinados.

A proposta de associar 0 conservante sintético com o extrato de erva mate
tem como finalidade reduzir a quantidade de conservante sintético sem perder a
eficiéncia de conservacdo, além de promover efeitos benéficos tanto a saude do

consumidor quanto a qualidade do produto.

3.6 Interagdo antimicrobiana por checkerboard

O teste de checkerboard foi executado associando o extrato de erva mate e
butil hidroxianisol, e o resultado obtido de ICIF para S. aureus foi de 0,998, o que
confere a essa associacdo um carater aditivo, segundo classificacdo descrita por
Nogueira (2012), ou seja, cada composto exerce sua atividade sem interferéncia um

sobre o outro, seja ela sinérgica ou antagonica.

A proposta de avaliar a atividade sinérgica tanto entre extratos vegetais, quanto
entre extratos vegetais e conservantes sintéticos, pretende elucidar fonte potencial
de agentes antibacterianos naturais ou combinados, seguros e potentes para
aplicacdo na industria. As interacdes sinérgicas de extratos vegetais podem
potencializar a eficacia antibacteriana, reduzir a concentracdo dos ativos e efeitos
secundarios adversos promovidos por conservantes sintéticos, e favorecer a
gualidade nutricional do alimento (TAVEIRA et al. 2016).
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Vale ressaltar que 0s extratos vegetais possuem inumeros ativos em sua
composi¢cdo, que podem exercer efeito positivo ou negativo na sua resposta
bioldgica, ou seja, uma planta que contém um ativo com atividade antimicrobiana
pode ter ser efeito potencializado ou reduzido pela presenca de outro composto da
matriz. Assim, efeitos sinérgicos promovidos pela combinacéo de extratos vegetais
podem ocorrer pela presenca de diversos compostos associados em uma Unica
mistura (BRUSOTTI et al., 2014).

3.7 Caracterizacao fisico-quimica

Os resultados das andlises fisico-quimicas do hamburguer de peixe estdo

exposto na Tabela 8.

Pode-se observar que nenhuma das formulagdes apresentou diferenca
significativa para os testes de umidade e lipidios totais. Ja para os demais testes da
analise centesimal do hamburguer de peixe os resultados obtidos apresentaram

diferencas significativas entre as formulacées.

Tabela 8 - Analise centesimal do hamburguer de peixe envolvendo teste de umidade, proteinas totais,
cinzas, lipidios totais e carboidratos.

. Umidade Proteinas Cinzas Lipidios Carboidrato
Formulacéo 1 a4 1 1 1 -1 S
(g.100".97) (g.100".97) (g.100".g7) (g.1007.97) (9.1007.97)

F1 71,08 + 0,65% 16,74 + 1,30abc 1,1610,07b 2,97+ 0,222 8,05

F2 71,62 +0,78% 18,10 + 0,872 1,254_r0,02ab 2,18+ 0,042 6,85

F3 71,59+0,58% 17,20 + 0,86  1,24+0,03®° 2,54+ 0,41° 7,43

F4 70,75 + 0,84% 14,59 + 0,85bC 1,28J_r0,05ab 2,99+ 0,38 10,39

F5 71,11+ 0,59% 14,74 +0,73° 1,32+ 0,072 2,63+ 0,40% 10,20

As formulagBes de hamburguer de peixe, representadas a seguir, se referem a: F1 (controle); F2
(0,01% de BHA); F3 (0,5% de extrato de erva mate); F4 (1,0% de extrato de erva mate); F5 (0,03% de
BHA). Valores seguidos de letras distintas na coluna diferem-se significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05); os resultados sdo expressos como média + desvio padrao (exceto carboidratos).
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Os resultados de carboidratos apresentaram diferencga significativa entre as
formulagbes, avaliada pelo teste de Tukey com significancia de 5%. No entanto,
estes valores sdo calculados com base nos resultados de umidade, lipidios,
proteinas e cinzas, que por sua vez ja apresentam um desvio padréo individual, ou

seja, ha um desvio externo atribuido a esses resultados.

Pode-se verificar que as formulagbes 2, 3 e 4 ndo apresentaram diferenga
entre si em quantidade de cinzas, no entanto, observa-se diferenca destas frente as
formulacbes 1 e 5. Considerando que a formulacdo 1 ndo possui nenhum insumo
além de peixe, farinha de mandioca branca e sal, seu resultado de 1,16 gramas de
cinzas por 100 gramas de hamburguer de peixe € justificado, uma vez que a
porcentagem de peixe é maior neste tratamento, e este por sua vez possui alta

umidade.

Ja4 as diferencas observadas para o0 teste de proteinas podem ser
justificadas pela precisdo o método. Smart et al. (1983) avaliaram a precisao das
técnicas de Kjeldahl e digestdo por persulfato para quantificacdo de nitrogénio em
agua e observaram que o método de Kjeldahl € menos preciso. Portanto, as
diferencas podem ser atribuidas a esse fator, jA que a composicéo proteica base de

todas as formulacdes foram as mesmas.

3.8 Avaliacao da oxidacao lipidica

N&o foi detectada oxidacao lipidica em nenhuma das formulacdes testadas,
tanto pelo método de indice de perdxido, quanto pelo método de TBARS. Isso se
deve, possivelmente, a baixa quantidade de lipidios presente nas formulagbes de
hamburguer de peixe quantificada por analises fisico-quimicas. O resultado negativo
indica que a rancidez oxidativa ndo contribuiu negativamente na qualidade do
produto (KIRSCHNIK e MACEDO, 2009).
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3.9 Avaliacdo microbioldgica

As Figuras 13 e 14 apresentam o0s resultados obtidos das analises

microbioldgicas realizadas no hamburguer de peixe por um periodo de 28 dias.

Todas as formulacdes obtiveram resultados negativos para as andlises de

Staphylococcus coagulase positiva e Salmonella sp.

A especificacdo determinada pela RDC 12 de janeiro de 2001 para produtos a
base de pescados ou congelados (hamburgueres e similares) é de auséncia de
Salmonella sp. 25 g * de amostra; 1,0 x 10° Unidades Formadoras de Coldnias por
grama (UFC g) de amostra para Staphylococcus coagulase positiva, e de 1,0 x 10°
NMP g™ de amostra para coliformes a 45°C. Portanto, avaliando os resultados pode-
se considerar que o hamburguer de peixe elaborado no presente trabalho atende as
especificacdes de condigbes sanitdrias e comprova seguranga para o consumo do
produto, confirmando as boas condi¢cdes higiénico-sanitarias nas etapas do
processamento, cuidado nas operacdes de limpeza e sanitizacdo dos utensilios e

eguipamentos, além de precaucdes na manipulacéo do produto.

Através de analise estatistica por ANOVA, pdde-se avaliar os resultados de
coliformes a 45°C, dos diferentes tratamentos, obtidos ao logo dos 28 dias de
experimento. As avaliagdes de variancia foram aplicadas comparando o tratamento
controle (sem adicdo de conservante) com as demais formulagfes individualmente.
Considerando a probabilidade de significancia (valor de p), nenhuma das
formulacbes apresentou diferenca significativa quando comparadas com a
formulacdo 1 (controle) para o referido teste, ou seja, a adicdo dos conservantes

(natural ou sintético) nao foi eficiente no controle de coliformes termotolerantes.
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Figura 13 — Analise de coliformes termotolerantes das formula¢cdes de hamburguer de peixe
F1 (controle), F2 (0,01% de BHA), F3 (0,5% de extrato de erva mate), F4 (1,0% de extrato
de erva mate) e F5 (0,03% de BHA) avaliadas por um periodo de 28 dias.

Os resultados obtidos da contagem de mesofilo também foram avaliados por
ANOVA. Verificou-se que todos os tratamentos apresentaram diferencas
significativas quando comparadas com a formulacao controle, exceto a formulacéo 3,
na qual compreende 0,5% do extrato de erva mate. Nota-se que a formulagdo 1
apresenta valores crescentes mais expressivos das unidades formadoras de
colénias, o que ndo ocorrer com as formulagdes 2, 4 e 5, ja que o crescimento
continua, mas em um ritmo reduzido. Neste caso, tanto o BHA quanto o extrato de

erva mate a 1% mostraram-se capazes de exercer um leve efeito conservante.
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Figura 14- Andlise de mesodfilos das formulacdes de hamburguer de peixe F1 (controle), F2
(0,01% de BHA), F3 (0,5% de extrato de erva mate), F4 (1,0% de extrato de erva mate) e F5
(0,03% de BHA) avaliadas por um periodo de 28 dias.
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4  CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na analise dos compostos fendlicos e flavonoides por
espectrofotometria demonstraram um indicativo de potencial atividade biolégica da
erva mate, que posteriormente foram comprovadas experimentalmente. O potencial
antioxidante e antimicrobiano avaliado sdo promovidos gracas a moléculas
especificas, que por sua vez foram quantificadas por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia. O método desenvolvido se mostrou especifico, preciso, exato e linear e

evidenciou a presenca de acido clorogénico, cafeina e rutina no extrato.

Levando em consideracdo a atividade antioxidante e antimicrobiana
comprovada da erva mate, o desenvolvimento do hamburguer de peixe acrescido do
extrato se mostrou uma proposta promissora para substituir conservantes sintéticos
por conservantes naturais, tornando o produto seguro para consumo e saudavel aos
consumidores. A formulagcdo com a maior concentragdo do extrato (1,0%)
apresentou resultado microbiolégico favoravel, uma vez que retardou o crescimento

dos microrganismos no hamburguer.

No entanto, sabe-se que a atividade antioxidante da erva mate € muito mais
expressiva que a atividade antimicrobiana. Porém no hamburguer de peixe isso ndo
foi explorado, uma vez que o mesmo néo sofreu oxidacdo. Sendo assim, estudos
adicionais com a erva mate devem ser realizados em produtos potencialmente
oxidaveis, com a finalidade de auxiliar na conservacéo desses alimentos e reduzir a

aplicacé@o de conservantes nocivos a saude.
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