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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo principal avaliar o efeito alelopatico e antibacteriano
de 10 progénies de erva—mate (llex paraguariensis). Além disso, foram identificados os
compostos bioativos e quantificada a concentracéo de cafeina das progénies. Os extratos
foram obtidos através de dois métodos: infusdo e sohxlet, os quais foram aplicados em
dois perfis foliares (maduro e jovem). A acdo antibacteriana foi testada frente ao
patdgeno Escherichia coli ATCC 25922 tendo sido empregadas as concentracfes de
0%, 20% e 50% de extrato e o antibiotico Ciprofloxina como controle. Para o teste
alelopatico foram aplicados os extratos na planta — teste Lactuca sativa nas
concentracdes de 0%, 20% e 50% e como parametros de avaliacdo foram usados o
comprimento de raiz, comprimento da parte aérea e taxa de germinacdo. Para
complementar as anélises, foram determinados os Compostos Fenolicos Totais (CFT) e
foram avaliados os parametros da cor instrumental das amostras com base no Sistema
Cielab. A concentracdo média de cafeina, que foi 4,980 mg de cafeina por g de amostra
na progénie 7. Essa mesma progénie se destacou também no experimento de potencial
antibacteriano, com halos de inibicdo de 18 mm e 10,33 mm, dependendo da
concentracdo do extrato. Além disso, em conjunto com a progénie 5, a progénie 7
apresentou os melhores resultados na avaliacdo alelopatica. Foram quantificados mais
compostos bioativos na progénie 1 em relacdo as demais, sendo que todas apresentaram
cafeina em sua constituicdo. Conclui-se que o material genético de erva—mate pode ser
usado como agente antibacteriano e como um produto com efeito alelopatico, sendo
necessarios mais estudos para otimizar os resultados.

Palavras—chave: llex paraguariensis St. Hill, compostos fendlicos, cafeina,
Escherichia coli, Lactuca sativa, Alelopatia, acdo bactericida



ABSTRACT

This study aimed to evaluate the allelopathic and antibacterial effect of 10 different
genotypes of yerba—mate. The identification of the bioactive compounds and
quantification of the caffeine of the samples were also conducted. Two extractive
methods (infusion and soxlet) were applied in two leaf profiles (mature and young). In
the antibacterial test, the bacterium tested was Escherichia coli ATCC 25922 at the
following concentrations of extract (0%, 20%, 50%) and the antibiotic Ciprofloxin as
control. For the allelopathic test, extracts were applied to the Lactuca sativa test plant, in
the concentrations of (0%, 20%, 50%) and as evaluation parameters, the germination
rate, root length and shoot length were used. To complement the analysis, a colorimetry
reading was performed based on the Cielab System and determination of Total Phenolic
Compounds was conducted. From the results obtained, the average amount of caffeine
stands out, of 4,980 mg of caffeine per g of sample, found in genotype 7. This same
sample also stood out in the experiment of antibacterial potential, with inhibition halos,
of 18 mm and 10.33mm. It was also highlighted in the allelopathic evaluation of the
extracts together in sample 5. In chromatographic analysis, genotype 1, quantified more
compounds than the others, all of which had caffeine in their constitution. It is
concluded that the genetic material of yerba mate is an excellent plant. The yerba mate
antibacterial and allelopathic effects can be further explored in next studies for its use.

Keywords: Yerba mate genotypes, phenolic compounds, caffeine, Escherichia coli,
Lactuca sativa
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1. INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hill) € uma planta endémica da Floresta
Ombrofila Mista. O consumo desta planta foi iniciado pelos indigenas, na forma de
infusdo com as folhas e ramos jovens secos, torrados e moidos, usando uma cuia e uma
bombilha, para sorver o que é hoje chamado de chimarrdo ou também de mate. Essa
cultura de consumo passou para 0s ndo-indigenas e acabou por se disseminar junto a
populacdo no limite do endemismo da planta, compreendendo a regido Sul do Brasil,
nos estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parand (DE BIASI, GRAZZIOTIN,
HOFMANN JR., 2009; DE BONA et al., 2010; FERNANDES, 2012; AFONSO et al.,
2017; PIMENTEL et al., 2019).

Apbs ter sido adquirido o habito de consumo da bebida, surgiu a necessidade de
produzir e comercializar a planta. Por essa razdo, nos meados de 1890, o empresario
Thomas Laranjeira, obteve a concessédo de exploracdo da erva-mate, pelo sistema de
arrendamento em uma extensa area em terras devolutas localizadas na regido sul do
Mato Grosso do Sul e na fronteira com a RepuUblica do Paraguai. A partir deste
momento, comecou a exportacdo do produto na forma cancheada para a Argentina,
maior consumidor do insumo brasileiro (FERNANDES, 2012; 2015). Nos anos
seguintes se estabeleceu uma sélida economia na regido, tendo a erva-mate um papel de
destaque. Por volta de 1915, houve um grande salto no numero de produtores
independentes da planta, ndo ficando somente a cargo do Mate Laranjeira de forma que
0 comércio da erva se projetou cada vez mais adiante (FERNANDES, 2012; 2015).

Atualmente os maiores produtores brasileiros se concentram nos estados de
Parana e Rio Grande do Sul, sendo a erva-mate usada principalmente na forma
cacheada, para chimarréo e tereré. Além destes produtos, ela pode ser utilizada em chas
e bebidas em geral, na incorporagdo de alguns alimentos e como insumo nas industrias
farmacéutica, alimenticia e cosmética (DE BIASI, GRAZZIOTIN, HOFMANN JR.,
2009; BLUM-SILVA et al., 2015; KUNGEL et al., 2018).

O consumo de erva-mate pode trazer muitos beneficios a salde do consumidor,
tais como agdo estimulante do sistema nervoso central, atividade diurética,
vasodilatadora e manutencdo do percentual de gordura corporal. Esses beneficios
despertaram a curiosidade da comunidade cientifica sobre como a planta age no
organismo e as substancia que geram esses resultados (DE BIASI, GRAZZIOTIN,
HOFMANN JR., 2009; KUNGEL et al., 2018).
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A composicdo quimica da planta é variavel, dependendo muito da espécie,
constituicdo genética, solo, incidéncia solar e época de colheita, entre outros fatores.
Mas, via de regra, em sua composicdo sdo encontrados compostos fenolicos,
metilxantinas, saponinas derivados do cafeoil, flavondides, polissacarideos, proteinas,
sais minerais e vitaminas (DE BIASI, GRAZZIOTIN, HOFMANN JR., 2009; COSTA,
RACANICCI, SANTANA, 2017; GULLON et al., 2018).

Em adicéo a esses grupos de compostos fitoquimicos, se apresentam a cafeina,
teobromina, teofilina, taninos, acido clorogénico, acido ursolico e acido oleandlico
como o0s principais constituintes de plantas do Género llex. Essas substancias séo
responsaveis  pelas  propriedades  estimulantes, vasodilatadoras, antivirais,
antimutagénicas, anticarcinogénicas, antidiabéticas, nutricionais, diuréticas e
manutencdo de baixos indices gordura corporal (DE BONA et al., 2010; AFONSO et
al., 2017; HEEMAN et al., 2019; TONET, ZARA, TIUMAN, 2019).

Outro composto de grande importancia é o acido clorogénico, que ¢ um dos
principais compostos responsaveis pela acdo antimicrobiana, além de ser um étimo
antioxidante. A acdo do acido clorogénico contra bactérias de diferentes géneros, tais
como: Listeria sp., Bacillus sp., Escherichia sp., Brevibacterium sp., Streptococcus sp.,
Salmonella sp., Pseudomonas sp., Candida sp., Proteus sp., Staphylococcus sp.,
Enterococcus sp. e Shigella sp. ja foi relatada (DE BONA et al., 2010; BURRIS,
HIGGINBOTHAM, STEWART JR., 2015, COSTA, RACANICCI, SANTANA, 2017;
TONET, ZARA, TIUMAN, 2019).

Além do efeito antimicrobiano e do potencial nutracéutico, a erva-mate também
apresenta atividade alelopatica, a qual pode inibir a germinacdo ou prejudicar o
crescimento de outras plantas. Essa acdo com viés ecoldgico tem grande importancia
para a agronomia, uma vez que no futuro os compostos derivados de vegetais com essa
propriedade, podem chegar a substituir os herbicidas. Atualmente, a maioria dos
herbicidas é de fonte sintética, apresentando alto risco para a saide humana e animal,
gerando grande impacto ambiental (NISHIMUTA et al., 2019).

Neste contexto, o objetivo deste estudo foi quantificar e identificar os compostos
fenolicos e o teor de cafeina de 10 diferentes progénies de erva-mate e avaliar sua
atividade bacteriana frente a Escherichia coli e a atividade alelopatica de seus extratos.
Serdo utilizados dois métodos para obtencdo dos extratos, Soxhlet e por infusdo em
amostras obtidas em duas épocas do ano. Espera-se obter um entendimento mais

detalhado da diferenca das composic¢Oes dos extratos das 10 progénies obtidas por cada
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método e a influéncia dessa composi¢do sobre as propriedades antibacterianas e

alelopéticas de cada progénie.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ERVA-MATE

2.1.1. PRODUCAO DA PLANTA

A erva-mate € uma arvore perene nativa da floresta ombrofila mista, conhecida
cientificamente pelo nome llex paraguariensis St.Hill, a qual pertence a familia
botanica Aquifoliaceae. Segundo Burris, Higginbotham, Stewart Jr., (2015)
popularmente seu uso se da por infusdo ou decoccdo de folhas e ramos jovens e/ou
finos, sendo assim conhecida como chimarrdo ou mate, muito comum e frequente na
regido Sul do Brasil. Por essa razdo, ela ocupa um papel de destaque na cultura e na
economia regionais, abrangendo desde o plantio até a entrega do produto final ao
consumidor, participando de um dos grandes ciclos econémicos do pais, onde deixou
sua fama como ouro verde. Atualmente, sua producdo gira em torno do chimarréo,
tereré, sucos, chas e cosméticos (DE BONA et al., 2010).

A producdo da erva-mate se da: através de areas cultivadas e de extrativismo
nativo. O cultivo é responsavel por 602.899 de toneladas e o extrativismo por 515.451
toneladas por ano, toda essa producdo concentrada na regido Sul do Brasil, em maior
quantidade produzida no estado do Parana, seguido do Rio Grande do Sul e por Gltimo
Santa Catarina (AFONSO et al., 2017; EMBRAPA, 2019; WEDLING et al., 2018).

Mesmo apresentando numeros expressivos de producdo de matéria prima, o
setor ervateiro ainda busca iniciativas para aumentar a producdo e amenizar 0S
problemas vivenciados pelos produtores. Dentre estas dificuldades, é possivel
mencionar a baixa qualidade das mudas e sementes, susceptibilidade das plantas a
infecgBes e pragas e baixa resisténcia as intempéries do clima. Tais estratégias visam
obter um produto de maior qualidade, com uma maior vida de prateleira e melhor
conteddo nutricional (PIMENTEL et al., 2019).

Na década de 90, a Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (Epagri) e a Embrapa Florestas (Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria) iniciaram programas de melhoramento genético. A erva-mate teve sua
base inserida em materiais de polinizacdo aberta. Nesse contexto, a partir das
populacbes de material genético, iniciou-se uma batelada de avaliacbes para avaliar as

propriedades da planta em relacdo as condi¢des ambientais de cultivo, fatores abioticos
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e bidticos, producdo de massa foliar e resisténcia as pragas e ao clima (WEDLING et
al.,2018).

Com toda a base tecnoldgica adquirida com o passar dos anos, a cultura da erva-
mate se mostra bastante avancada em comparacdo a muitas outras. Devido ao
aprendizado adquirido com os programas de melhoramento genético, houve uma
melhoria significativa na producdo de mudas e sementes. Por causa da genética
melhorada, as plantas sdo mais resistentes as adversidades climaticas, nutricdo e época
de plantio e colheita (EMBRAPA, 2019).

2.1.2. COMPOSTOS BIOATIVOS DA ERVA-MATE

No que diz respeito a sua composi¢do quimica, a erva-mate possui compostos de
grande interesse com diversas propriedades benéficas para o organismo. Por essa razao,
muitos pesquisadores buscam explorar todo o potencial benéfico da planta e aplica-lo
em diferentes areas da ciéncia (EMBRAPA, 2019). Dessas propriedades, se destacam:
acdo antioxidante, efeito diurético, propriedade vasodilatadora, além de capacidade
antibacteriana, antifungica, antiviral, antitumoral e antimutagénica (HEEMAN et al.,
2019).

Os principais responsaveis por essas propriedades sdo 0s compostos
fitogquimicos presentes na planta. Podem ser encontrados na erva-mate inimeros grupos
quimicos com diversas atividades benéficas ao ser humano de diferentes maneiras, tais
como, as metilxantinas, compostos fendlicos, saponinas e flavonoides. Esses grupos
quimicos podem ser encontrados de diferentes formas e concentragdes, dependendo da
exposicao ao sol, do solo, da espécie e idade da folha, entre outras variaveis (COSTA,
RACANICCI, SANTANA, 2017).

Os compostos fendlicos podem também apresentar a nomenclatura de polifendis,
e sua estrutura pode se apresentar simples ou complexa, derivada da fenilalanina e da
tirosina com a presenca de um anel aromatico e um ou mais grupamentos hidroxila. Os
polifendis mais encontrados na erva—mate sdo: o acido cafeico e derivados do cafeoil,
dentre eles: acido clorogénico, os acidos 3,5 dicafeoilquinico, 4,5 dicafeoilquinico e 3,4
dicafeoilquinico (ROSSA et al., 2017).

Esses compostos interagem diretamente com as enzimas oxidativas provocando
modificagdes da permeabilidade da membrana celular e a producdo de lignina,

contribuindo para a reducédo de crescimento radicular e conferindo um efeito alelopatico
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ao vegetal receptor (PEREIRA et al.,, 2018). Além disso, eles sdo responsaveis
principalmente pelas atividades antibacterianas, antifungicas e antivirais da planta
(BLUM-SILVA et al., 2015; COSTA, RACANICCI, SANTANA, 2017)

Assim como o0s compostos fendlicos, as metilxantinas sdo metabolitos
secundarios das plantas que possuem muitas funcdes ecologicas e fisiologicas. Elas
também podem apresentar atividade alelopética e atrair polinizadores. Do ponto de vista
quimico, elas derivam do nucleotideo purina, podendo ser denominadas de alcaloides
purinicos (ROSSA et al., 2017). As metilxantinas mais conhecidas sdo a cafeina, a
teobromina e a teofilina. Na erva-mate a xantina encontrada em maior concentragdo é a
cafeina. A cafeina (1,3,7 trimetilxantina) é um alcal6ide de ampla importancia por conta
de seus efeitos no organismo, sendo um Otimo estimulante ao sistema nervoso
fornecendo uma melhor concentracdo e aumento do estado de alerta. Além do efeito
estimulante, ela detém de antioxidantes (SANTANA et al., 2018).

De uma perspectiva fisioldgica, a cafeina € um antagénico ndo seletivo da
adenosina nos receptores Al e A2. No receptor Al, o impedimento faz com que seja
elevada a liberacdo de noradrenalina, gerando um efeito vasopressor indireto e no
receptor A2 ocorre um efeito contréario, de vasopressdo direta, causando uma leve
elevacdo da pressédo arterial. Portanto, mesmo apresentando indmeros efeitos benéficos,
ela deve ser consumido com parcimonia, sendo indicado como limite maximo de 400
mg por dia (MANRIQUE et al., 2018; MOREYRA et al., 2018).

A quantidade e a qualidade dos compostos fendélicos dependem do tamanho das
particulas das substancias presentes na folha da erva-mate e da presenca de enzimas
como celulases, pactinases, xilanases e proteases. Estas proteinas degradam os
compostos e também as paredes celulares das células vegetais. Entretanto, apesar de
otimizarem a extracdo dos polifendis, elas podem alterar alguns aspectos fisicos do
extrato, como a cor (HEEMAN et al., 2019).

2.1.3. METODOS DE EXTRACAO DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Alguns fatores podem influenciar a eficiéncia da obtencdo dos extratos vegetais.
Dentre estes se incluem o tamanho da molécula do composto, tipo de solvente, pH,
tempo, temperatura e agitacdo. Portanto, a extracdo de compostos bioativos é umas das
etapas mais criticas da pesquisa com produtos naturais, pois ha inimeros parametros

que devem ser considerados.



18

Dependendo do solvente, o extrato pode possuir uma composicdo diferente,
dependendo da afinidade dos componentes da amostra com o solvente (BISOGNIN et
al., 2019). Quimicamente, o solvente utilizado e sua polaridade podem influenciar a
transferéncia de elétrons e de atomos de hidrogénio. Esta transferéncia € o principal
evento bioquimico do processo extrativo de polifendis e afeta na qualidade do extrato
em si e na efetividade de seu potencial antioxidante, antimicrobiano, entre outros
(OLIVEIRA et al., 2016).

Grosso modo, existem duas categorias para classificar os métodos para a
confeccdo de extratos vegetais: 0os convencionais e os alternativos (HEEMAN et al.,
2019). Entre os métodos extrativos mais conhecidos para a obtencdo de extratos
vegetais se destacam: maceracdo, infusdo, percolacdo, decoccdo, soxhlet (extracdo
continua em alta temperatura), extracdo contracorrente, ultrassom e turbolise, fluido
supercritico e extracdo assistida por micro-ondas. Todos esses métodos sao
caracterizados como processos extrativos convencionais, sendo os mais utilizados na
obtencdo dos produtos de interesse (OLIVEIRA et al., 2016).

Entre os métodos convencionais citados, também recomendados pela
farmacopeia de plantas medicinais, alguns conseguem extrair uma fragdo oleosa junto
ao extrato. Entretanto, eles possuem alguns pontos negativos que devem ser levados em
conta para se determinar a metodologia mais adequada para determinada planta. Alguns
pontos negativos incluem o uso excessivo de solvente, tempo longo de extracdo, alto
consumo de &gua para o arrefecimento do equipamento e alto gasto de energia elétrica.
Por conta disso, ha novas abordagens visando minimizar esses problemas, sendo essas
utilizadas como técnicas alternativas e adaptacdes das técnicas tradicionais (CONTE et
al., 2016). No presente estudo, as extracdes de compostos bioativos foram realizadas

por dois métodos convencionais: infusdo e soxhlet.

2.2. ATIVIDADE ALELOPATICA DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

Alguns compostos bioativos atuam de forma mimética com a auxina. De uma
perspectiva fisiologica, eles se ligam aos receptores do hormonio vegetal, impedindo o
crescimento e desenvolvimento da planta. Dessa forma, mesmo que haja crescimento,
ele sera falho e o individuo acaba se tornando defeituoso. Além disso, 0s compostos

bioativos podem impedir funcdes fisioldgicas importantes, como a fotossintese,
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respiracdo, atividade de agua, processos enzimaticos e hormonais (NISHIMUTA et al.,
2019; ANWAR et al., 2020).

A atividade alelopatica tem motivado estudos para substituicdo de compostos
sintéticos herbicidas por compostos naturais com o mesmo fim, e assim reduzir de
forma significativa os custos, os riscos a saide e a poluigdo das aguas e do solo. Além
desses beneficios, o controle de plantas daninhas provocaria um aumento na producéo
de gréos, frutas e hortalicas de forma menos agressiva ao meio ambiente (ANWAR et
al., 2020).

Outra ferramenta eficiente envolve o uso de plantas com efeito alelopéatico
conhecidas como cobertura verde. Nesse caso, além de cobrir e proteger o solo,
compostos alelopaticos sdo liberados continuamente e por um longo prazo.
Ecologicamente, esses compostos ndo possuem somente a atividade alelopatica, podem
conter poder de protecdo contra patdgenos e herbivoros, além de atrair polinizadores
(SOUZA et al., 2019). A planta doadora € aquela identificada como portadora de
compostos com efeito alelopatico, enquanto a receptora é aquela que recebe o
tratamento. As plantas receptoras mais utilizadas, sdo Lactuca sativa (alface) e as
espécies daninhas Digitaria insularis (capim amargoso), Emilia coccinia (falsa-seralha)
e Portulaca orelacea (beldroega). Os motivos de essas plantas serem definidas como
receptoras sao velocidade de crescimento conhecida, germinacdo rapida e uniforme e

sensibilidade aos tratamentos propostos (PEREIRA et al., 2018).

2.3. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

O uso de produtos guimicos sintéticos e conservantes € uma das maneiras mais
tradicionais de se prolongar a vida Gtil dos alimentos. Entretanto, em muitas ocasides,
estes produtos sdo prejudiciais a salde, uma vez que podem gerar efeitos
carcinogénicos, teratogénicos e residuos toxicos. Dessa forma, é de extrema importancia
a busca por produtos oriundos de fontes naturais que desempenham a mesma funcao, ou
seja, conservar o alimento e protegé-lo de contaminagdes. Uma alternativa promissora
envolve o uso de compostos fitoquimicos de plantas, os quais tém obtido bastante éxito
nesse papel e, além disso, enriquecem nutricionalmente o produto tratado (OLIVEIRA
etal., 2018).
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Uma classe de compostos de interesse sdo os polifendis, os quais apresentam
atividade antimicrobiana de conservagdo nos alimentos. Estes compostos provocam a
ruptura da membrana celular do micro-organismo, e assim inativam e matam o microbio
em questdo (OLIVEIRA et al., 2018).

Além dos polifendis, existem outras substancias presentes na erva-mate como a
cafeina, derivados do cafeoil, &cido clorogénico, rutina e quercetina entre outras que ja
tiveram seus efeitos antibacterianos relatados contra diferentes patdgenos alimentares
como: Streptococcus, Listeria, Candida, Proteus, Escherichia, Salmonella,
Staphilococcus, Enterococcus e Shigella (COSTA, RACANICCI, SANTANA, 2017).

Entretanto, os resultados relatados referentes a acdo antimicrobiana de extratos
de compostos vegetais nem sempre convergem. Essa discrepancia se deve a diversos
parametros que afetam a composicdo dos extratos, tais como, solo, exposi¢do ao sol, 0
ambiente em que a planta esta cultivada, genética, a época de sua colheita, e fenologia,
entre outros. Além disso, a composicao dos extratos é influenciada por fatores como a
metodologia utilizada para a extracdo dos compostos, o tipo de solvente usado e a
concentracdo do extrato utilizado no ensaio (COSTA, RACANICCI, SANTANA,
2017).

Outro aspecto que merece ser mencionado sobre a importancia do uso dos
compostos naturais como agentes antimicrobianos € a crescente resisténcia das bactérias
aos antibioticos, devido ao uso indiscriminado destes ao longo dos anos (BURRIS,
HIGGINBOTHAM, STEWART JR., 2015). Finalmente, deve ser considerada a
contaminacgdo da agua pelos farmacos, por inimeras fontes, sendo um grande problema
ambiental, que pode afetar a microbiota positiva do solo e da agua, podendo afetar a
vida humana também (DE BONA et al., 2010).

2.3.1. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria gram negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Esta bactéria é encontrada no interior do trato gastrointestinal de
mamiferos, sendo a maioria de suas cepas inofensivas. Entretanto, algumas cepas se
apresentam bastante virulentas e desencadeiam intoxicagdes alimentares, sendo causa
frequente de surtos de contaminacéo dos alimentos e da agua (MARTINEZ et al., 2011,
MA, GLASSMAN, CHUI, 2020).
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Além das intoxicacGes alimentares, a Escherichia coli pode ser responsavel por
outras infeccbes quando alojada em diferentes partes do corpo, como, por exemplo,
inflamacdo das vias urinarias, cistite, meningite, peritonite, mastite e septicemia
(MARTINEZ et al., 2011).

2.4. COR

A cor é o primeiro atributo sensorial no julgamento da qualidade de um
determinado alimento. Através da andlise da cor, o consumidor pode intuir se o produto
estd fresco e bom para o consumo, sendo um pardmetro importante para a
comercializacdo do insumo (KIDIMOSE et al., 2002; HARDER, BRAZACA,
ARTHUR, 2007).

Em conjunto com o sabor e aroma, a cor forma um complexo sistema sensorial,
baseado nas percep¢des adquiridas pelo observador, que define o melhor alimento a ser
consumido, de forma simples e rapida. Isso impulsiona um grande leque de tecnologias
a ser estudadas e ampliadas, como a pos-colheita de frutas e hortalicas, que através de
inimeras ferramentas, buscam prolongar a vida Gtil do alimento, sem perder seu vigor e
qualidade (KADER, 2008).

Os pigmentos responsaveis pela cor dos alimentos podem sofrer indmeras
interferéncias, sejam pela acdo da luz, calor, processamento, armazenamento, acao
enzimatica ou até mesmo pela acdo natural do tempo. A clorofila contida em maior
concentracdo nas folhas verdes (Figura 1), quando degradada, ganha um aspecto verde
amarronzado, conhecido como verde-oliva. A mesma molécula, quando exposta a luz,
pode se tornar incolor. Essas mudancas na coloracdo se devem a reagdes quimicas, as
quais provocam a substituicdo de ions (KIDMOSE et al., 2002).

O escurecimento enzimtico é outro processo causado principalmente pelas
enzimas clorofilase, peroxidase, lipoxidase que, degradam os pigmentos que ddo a
coloracdo ao alimento. Dessa forma, sdo gerados tons escurecidos devido a conversao
de polifendis em complexos coloridos e escuros. Estes eventos sdo agravados pela
temperatura e pela agédo da luz (KIDMOSE et al., 2002).
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Figura 1. Estrutura quimica da clorofila.

FONTE: ROCHA, ROYO, (2015).

A cor de uma dada amostra € avaliada com o auxilio de colorimetro e
espectrofotbmetro, os quais expressam a cor de acordo com parametros numeéricos
organizados por padrfes definidos por normas internacionais (NEIRO et al., 2013). O
padrdo mais utilizado é o espaco de cores conhecido como CIELAB, o qual foi
estabelecido pela CIE (Commission Internationale de [’Eclairage). Trata-se de um
sistema tridimensional expresso, através das coordenadas L*, a* e b*, que definem a
luminosidade (L*), intensidade de vermelho (a* positivo) /verde (a* negativo) e de
amarelo (b* positivo) e azul (b* negativo) (SANTQOS, 2011).

Dependendo do estudo feito, essas trés variaveis ndo sdo suficientes, sendo
necessarias a adicdo de dois novos parametros para a descri¢do da cor: o croma (C*) e 0
Angulo Hue (h°). O Angulo de tonalidade, h°, é um atributo qualitativo da colorimetria,
expresso em graus e que interpreta as diferencas de tonalidade, cobrindo todo o
comprimento de onda, enquanto que o C* expressa a saturacdo de cor, em toda sua
pureza, concluindo que seus valores mais baixos definem cores palidas e os mais altos
com cores saturadas (SANTOS, 2011). A Figura 2 apresenta um diagrama indicando o

significado dos parametros de cor segundo o padrdo CIELAB,
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Figura 2. Representacao esquematica das cores de acordo com o padrdao CIELAB.
Legenda: L* (luminosidade), a* (coordenada a/vermelhiddo), b* (coordenada
b*/amarelo),C* (croma/saturacédo), h° (angulo hue).

FONTE: FERREIRA, SPRICIGO, (2017).

2.5. ANALISE DE COMPONENTES PRINCIPAIS (ACP)

A Analise de Componentes Principais (ACP) é uma ferramenta eficaz ao agrupar
inimeras variaveis e expressar a variancia do conjunto de dados e a correla¢do entre 0s
diferentes fatores. Sendo uma anélise multivariada, é possivel compreender a relagdo
intrinseca entre as variaveis avaliadas e salientar as pequenas variagdes do estudo. A
variancia de cada varidvel é expressa em autovalores, mostrando como elas se
comportam e como influenciam no valor da variancia total do conjunto de dados.
Gurgel et al., (2021) aplicou essa técnica em desempenho de novilhos de corte em
pastagens de capim Mombagca com residual da fertilizacdo com Nitrogénio.

De acordo com Machado et al., (2020), esse método estatistico pode ser usado
na qualidade pos-colheita de frutas e hortalicas, na determinagdo de parametros
representativos na constru¢cdo de indices de qualidade. Através dos indices

colorimétricos € possivel diferenciar os estagios de maturacao de tomates.
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Podendo ser usada em varias situacGes, Alberti et al., (2020) aplicou essa técnica
em erva-mate, mais precisamente, nos niveis de metilxantinas, compostos fendlicos
totais e atividade antioxidante in vitro, organizando as amostras real¢cando as

correlacdes entre as variaveis e as semelhancas entre elas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Pesquisar os compostos fendlicos, atividade antibacteriana e alelopética de
extratos de diferentes progénies de erva-mate.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o valor dos compostos fenolicos totais (CFT) das diferentes progénies
em duas estacOes do ano (inverno e primavera).

Avaliar como se comportam os extratos com melhores valores de CFT nos
ensaios antibacteriano e alelopatico.

Avaliar os parametros de cor dos extratos produzidos e se ha diferenga na cor
entre os diferentes materiais genéticos e o que isso influencia nas atividades avaliadas.

Quantificar a cafeina das diferentes progénies com intuito de certificar qual

progénie apresenta maiores concentragoes.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

4.1.1. AREA DE ESTUDO E SELECAO DAS AMOSTRAS

As amostras das progénies de erva-mate foram cedidas pela unidade da EPAGRI
(Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina) localizada no
municipio de Chapect/SC, especificamente na FLONA (Floresta Nacional de Chapecd),
onde a instituicdo possui uma area experimental. Seu solo foi caracterizado como
Latossolo Vermelho Distroférrico (Embrapa, 2004) e o Clima Cfa - clima subtropical
como umido mesotérmico, com verdes quentes e geadas pouco frequentes (ROLIM et
al., 2007). A precipitacdo média anual da regido gira em torno dos 2000 mm e suas
coordenadas geogréaficas sdo , Latitude: 27 graus, O5' 51"Longitude: 52 graus 47' 79",
com altitude de 590 m.

As plantas foram selecionadas aleatoriamente, sendo 5 do sexo feminino e 5 do
sexo masculino, todas a pleno sol e com média de 20 anos de idade, sendo a cobertura
vegetal com predominancia de amendoim forrageiro e gramineas em geral. As coletas
das amostras foram realizadas nos meses de agosto e novembro de 2019, sendo colhidas
folhas e ramos jovens do entorno das 10 arvores, uma de cada progénie de erva-mate.

Portanto, foram obtidos dois perfis foliares, sendo o primeiro perfil foliar
caracterizado por folhas mais maduras com coloracdo de verde mais escura, coriacea e
suscetiveis a infeccdes, as quais foram coletadas em agosto (inverno). Ja o segundo
perfil corresponde a coleta realizada em novembro (primavera). Neste caso, as amostras
possuem um perfil foliar mais jovem, com coloracdo verde um pouco mais clara. As
folhas sdo maleaveis por serem provenientes de novas brotacdes, em decorréncia da
primavera. A figura 3 apresenta os dois perfis foliares utilizados nesta dissertacao.
Dados relativos as origens de cada uma das 10 progénies utilizadas estdo apresentados

na Tabela 1.



Figura 3. Esquerda: folha coletada no inverno e Direita: folha coletada no verao.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

Tabela 1. Dados das progénies avaliadas, cultivadas a pleno sol.

Progénies Sexo Origem
1 Feminino Ivai/ PR
2 Feminino Ivai/PR
3 Feminino Quedas do Iguagu/PR
4 Feminino Quedas do Iguacu/PR
5 Feminino Ivai/PR
6 Masculino Ivai/PR
7 Masculino Ivai/PR
8 Masculino Ivai/PR
9 Masculino Bardo de Cotegipe/ RS
10 Masculino Bardo de Cotegipe/ RS

FONTE: Elaborada pela propria autora.
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4.2. EXTRATOS DE ERVA-MATE

Os extratos foram obtidos no Laboratério de Quimica Geral da UFSM
(Universidade Federal de Santa Maria) campus Frederico Westphalen RS, em duplicata.
Para a desinfeccdo do material vegetal, foi usada uma solucéo de hipoclorito de sodio a
0,5% por 5 minutos e triplo enxague com &gua destilada. A secagem foi realizada via
micro-ondas (Eletrolux Modelo MEF41, Poténcia 1600 W), por trés ciclos de 2 minutos
e um de ciclo 1 minuto, de acordo com a metodologia proposta por Marcante et al.,
(2010). Seguida do ponto de verificacdo da matéria seca. A moagem foi executada em
processador doméstico (Couri Modelo CUO 3110). A granulometria do material vegetal
apos a moagem, obedeceu o tamanho de particulas de 20 mesh.

Os extratos foram obtidos pelos métodos convencionais de soxhlet e infusdo,
conforme descrito por Oliveira et al., 2016. O solvente selecionado para a preparagédo
dos extratos, foi o alcool etilico 70%, (Marca Araucaria), pela baixa toxicidade, facil
acesso e preco acessivel em comparacdo com outros solventes. Para a extracdo por
Soxhlet, foram pesadas 8 gramas da amostra seca, as quais foram trituradas,
empacotadas em cartuchos de papel filtro e inseridas no extrator do sistema de soxhlet.
No bal&o de fundo chato do sistema, foram adicionados 150 mL de alcool etilico 70%.
O tempo total da extracdo foi de 6 horas e, na sequéncia, o extrato foi levado ao
evaporador rotativo (Biothec BT 351) para se obter uma amostra mais concentrada,
reduzindo 50% do seu volume inicial, o volume final foi de 40 mL, para ambos 0s
métodos de extracao.

Para a obtencdo do extrato por infusdo, foram aquecidos 150 ml de alcool etilico
70% com auxilio de chapa elétrica até atingir 80 °C. Em seguida, foram adicionados 8 g
da amostra e a mistura foi mantida em repouso por 30 minutos, protegida da luz.
Finalmente, a mistura foi filtrada em papel filtro e concentrada em evaporador rotativo
(Biothec BT 351).

4.3. ANALISE DE COR

A analise de cor dos extratos foi realizada no Laboratorio de Nutricdo Animal
(LANA) da UDESC, campus Chapecd SC. A determinacdo da cor das amostras foi
realizada em duplicata com o auxilio de colorimetro (Minolta CR 400), com sistema

CIELAB. As amostras foram colocadas em placas de Petri com uma folha de papel
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toalha em baixo da placa, para a total padronizagdo do experimento. Foram medidos 0s
valores dos parametros de cor instrumental (L",a *, e b*) e os valores do croma (C*) e

do angulo de Hue (h°) foram calculados a partir das Equacdes 1 e 2, respectivamente.
C*=/(@)2+ (b*)? 1)

h =g (37) @

a*
4.4. DETERMINACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

A quantificacdo dos compostos fenolicos (CFT) foi determinada em duplicata
através do método de Folin-Ciocalteau de Bonoli et al., 2004. Os experimentos foram
realizados no Laboratdrio de Recursos Hidricos da Universidade Federal de Santa Maria
campus Frederico Westphalen RS.

Foi preparada uma solucdo com 10 pL de cada extrato e 500 pL de reagente
Folin-Ciocalteu , a qual foi agitada manualmente por 1 minuto. Adicionaram-se 10 mL
de &gua destilada e 2 mL de Carbonato de Sédio 20% m/v. Em seguida, foram
adicionados 90 ml de agua destilada em um baldo volumétrico de 100 mL. Apds a
incubacdo de 2 horas protegidas da luz, foi realizada a leitura de absorbancia em
espectrofotobmetro (Bel Photonics/Aaker, modelo SP 2000 UV) no comprimento de
onda de 720 nm. Para construir a curva padrdo foi utilizado acido galico (25, 50, 75,
100, 125, 150 175, 200, 225, 250, 275, 300 pug/mL), o branco foi determinado com agua
destilada, e a partir da reta resultante calculou-se o teor de compostos fendlicos (CFT)
equivalentes ao acido galico P.A (Marca Dindmica, Grau de pureza 98%). O R2

resultante da curva padrdo determinou o valor de y= 0.0651x — 0.0436 R2 = 0.9972.
4.5. ENSAIO DE ATIVIDADE ALELOPATICA

Para a avaliagdo da agdo alelopatica dos extratos de erva-mate, foram adaptados
0s metodos de Nishimuta et al., (2019) e Carvalho et al., (2019), mudando apenas a
forma de diluicdo do extrato e o numero de sementes por placa. O experimento foi
realizado no Laboratdrio de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal de Santa Maria

campus Frederico Westphalen RS.
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Foi selecionado um extrato de cada progénie, tendo sido escolhidos aqueles que
forneceram maiores valores de compostos fendlicos totais (CFT). A planta receptora
selecionada foi Lactuca sativa, alface cultivar Americana, porque sua taxa de
crescimento e germinacdo sdo conhecidas. As diluicbes do extrato foram de 0%
(branco/controle) e 20%. Lembrando que a diluicbes foram realizados com agua
destilada. As placas de Petri com duas folhas de papel filtro receberam os extratos
diluidos e foram mantidas em BOD por 24 horas a temperatura de 27 °C para
evaporacdo da fracdo alcodlica da solucdo extrativa. Apds a evaporacgdo, cada placa
recebeu 20 sementes e 0,5 ml de &gua destilada, sendo as amostras mantidas em BOD
com fotoperiodo de 12 horas e temperatura de 24°C. As mesmas foram monitoradas
diariamente observando umidade e germinacdo e, ap6s 7 dias, foram mensuradas com
auxilio de paquimetro (Marca MTX) a taxa de germinacdo, comprimento de plantulas
(SL) e comprimento de raiz (SR). As medidas foram realizadas em duplicata, sendo
cada placa de Petri, uma repetigéo.

4.6. ENSAIO DE ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Para avaliar a atividade antibacteriana dos extratos de erva-mate, foi usada uma
metodologia adaptada de De Biasi, Grazziotin, Hofmann Jr, (2009) e Afonso et al.,
(2017), onde foi modificado o tipo de meio de cultura e a temperatura da estufa
bacterioldgica. Foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC 25922 cedidas pela
Prof. Leticia Trevisan do Instituto Federal Farroupilha de Frederico Westphalen. Os
experimentos foram realizados nos Laboratérios de Recursos Hidricos e de
Monitoramento e Planejamento Ambiental e Laboratério de Fitopatologia da
Universidade Federal de Santa Maria campus Frederico Westphalen.

Foram selecionadas 3 a 4 col6nias de mesma morfologia de Escherichia coli
ATCC 25922, as quais foram adicionadas a 10 ml de soro fisiol6gico 0,85, com o

objetivo de se obter uma suspensdo padrdo McFarland 0,5 e com 1 a 2 x 108 UFC/mL.
4.6.1. ANTIBIOGRAMA
O ensaio de atividade antimicrobiana foi determinado pelo método do

antibiograma ou difusdo em disco, com discos de papel filtro (6 mm de diametro; 0,6

mm espessura) embebidos de extrato de erva-mate nas concentragdes de 0, 20% e 50%



31

(diluicbes feitas em agua destilada previamente autoclavada) e inseridos em Agar
Nutriente nas placas de Petri. Estas foram incubadas em estufa bacteriologica
(Ethik/Multhitec, Ethiktechnology) por 24 horas a temperatura de 37 °C. O controle foi
obtido com o uso de disco de antibidtico Ciprofloxina como controle positivo e soro
fisiologico como controle negativo. A medicdo dos controles (com auxilio de
paquimetro) serviu de base comparativa para a avaliacdo da acdo antibacteriana dos
extratos e para a definicdo da suscetibilidade e resisténcia da Escherichia coli aos
extratos. Os ensaios foram realizados em triplicata para as amostras de cada progénie

que resultaram nos maiores valores de (CFT), sendo cada placa de Petri, uma repeticéo.

4.7. QUANTIFICACAO DA CAFEINA

A cafeina foi quantificada nas amostras de cada progénie que forneceram
maiores valores de CFT. Este procedimento foi realizado no Laboratério de Quimica
Analitica da Universidade Federal de Santa Maria campus Frederico Westphalen
(UFSM/FW). As amostras foram inseridas em um Cromatografo Gasoso (CG-3900)
acoplado a um Espectrometro de Massas (Saturn 2100 - CG/MS-SIS, Varian) e injetor
automatico (CP-8400, Autosampler). Foi utilizada uma coluna capilar VF-5MS de 30m
x 0,25mm ID DF=0,25 com 5% de fenil e 95% de dimetilpolisiloxano.

Para a solucdo estoque, pesou-se 1 mg de cafeina em balanca analitica (Sartorius
modelo CP2 P). Em seguida, o material pesado foi transferido para um baldo
volumeétrico de 10 ml, sendo o seu volume completado com Acetonitrila.

Para a solucdo 1, foram pipetados 100 uL da solucdo estoque em um baldo
volumétrico de 10 ml, o qual foi completado com Acetonitrila. Um procedimento
similar foi repetido para as solucbes de 2 a 5, sendo que, para essas, foram pipetados

200 pl, 400 pl, 700 pl e 1000 pl da solugdo estoque, respectivamente.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A comparacdo das médias foi feita por analise de variancia e pelo teste post-hoc
de Tukey com significancia de 0,05. A andlise de componentes principais para
classificacdo das amostras quanto aos parametros de cor foi realizada com os pacotes

factoMineR e factoExtra do software R versdo 3.6.1.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. PARAMETROS COLORIMETRICOS

De um ponto de vista geral, os parametros de cor sdo influenciados por diversos
fatores, tais como a constituicdo genética da planta, tipo de solo, composicdo de
metabodlitos secundarios e luz solar (DELGADO-VARGAS, JIMENEZ, PAREDES-
LOPEZ, 2000). Além disso, a metodologia do processo extrativo e o tipo de solvente
podem afetar os valores dos pardmetros colorimétricos. A Tabela 2 apresenta os valores
médios da luminosidade (L*) entre as diferentes progénies para os dois processos de
extracdo e para os dois perfis foliares. No presente estudo, observou-se que
praticamente ndo houve diferenca estatistica para os valores da L* entre as progénies de
acordo com o Teste de Tukey HSD ao nivel de 95% de significancia. Além disso, a
coloracdo de acordo com o sistema CIELAB, pode determinar o contetdo de clorofila,
antocianinas e carotenoides de uma amostra especifica, contribuindo para resolucdo de
sua qualidade, principalmente em frutas, hortalicas e demais derivados de vegetais
como a erva-mate, jad que a cor € algo determinante para a qualidade do chimarrdo
(CONESA et al., 2019).

Em um estudo com maracujas de coloracdo roxa, amarela e laranja, Reis et al.,
(2018) obtiveram resultados semelhantes ao do nosso estudo para L*, (58,05) para o
maracuja amarelo e (77,65) para 0 maracuja roxo, ambas referente a polpa das frutas,
enquanto que para a pele (43,16). A coordenada a* também apresentou dados em
consonancia, como para todas as variaveis avaliadas (pele, polpa e semente) e (roxo,
amarelo e laranja). E na coordenada b*, a compatibilidade nos dados foi verificada
apenas pele e polpa do maracuja amarelo e pele da variavel alaranjada.

Ainda na mesma linha de pensamento, Moyano et al., (2008) avaliaram a cor de
azeites virgens de oliva em relagcdo com o teor de clorofila e carotendides, que mostrou-
se semelhantes aos nossos dados de L*(83,13), a *(-3,44) e b* (42,18).

Os extratos também podem ser materiais de estudo, quando o assunto é
parametros de cor, como cita Rojas-Bedoya; Goémez-L6pez; Marin-Pareja (2020) que
avaliaram a extracdo de metabolitos de Callendula officinalis, resultando em dados de

L* de (72 a 85), valores semelhantes ao presente estudo.
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Tabela 2. Comparacdo dos valores da luminosidade (L*) entre as progénies, perfis

foliares e métodos de extracéo.

Infusdo de Soxhlet de Infusdo de Soxhlet de
Progénie Perfil Foliar Perfil Foliar Perfil Foliar Perfil Foliar

Maduro Maduro Jovem Jovem
1 62,65+9,60*"  62,01+3,70*  59,43+12,77™* 57,24+2 50"
2 60,7748,67%  52,63+14,93%® 46,46+1,41%""® 54 .67+1,69™
3 53,34+17,19%" 59,72+6,68%*  56,94+0,27®"  62,92+5 98"
4 53,19+11,50*® 58,74+11,37 44,27+2,45% 48,37+2,89%B
5 65,30+10,26%  71,55+4,00%*  45,35+2,97%® 63,13+3,75™
6 62,92+0,37*"  66,40+2,46°®  58,67+2,24®¢  5750+2 51%
7 63,93+2,19%  66,19+3,15%*  54,01+0,07%®  40,87+7,62%
8 64,03+1,18*"  61,79+3,08*  64,86+3,54°" 57,37+3,04%
9 59,9448 57  67,29+1,16%*  57,50+3,86°°®  51,74+1345%
10 60,20+14,98*  71,04+7,25% 62,044,548 60,68+0,97%
Média 60,62 63,74 54,96 55,46

LCetras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que letras

maiUsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extragdo e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

A luminosidade foi menor para amostras com perfil foliar mais jovem (colhidas

no verdo) para a maioria das progénies. Nos processos extrativos de infusdo e soxhlet no

perfil foliar maduro (colhidas no inverno), a luminosidade ndo diferiu estatisticamente

pelo Teste de Tukey, lembrando que, o solvente foi 0 mesmo em ambos 0s processos.

Também foi observado que para as amostras de perfil foliar maduro, o processo

de extracdo ndo afetou a luminosidade. Entretanto, para as amostras de perfil foliar mais

jovem, em média os extratos das progénies de 1 a 5 (sexo feminino) obtidos pelo

processo de Soxhlet apresentaram maior luminosidade, enquanto que comportamento

oposto foi observado para 0s extratos provenientes das progénies de 6 a 10 (sexo

masculino). Embora nédo estejam disponiveis estudos que comparam a cor de diferentes
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progénies de erva-mate, 0s resultados obtidos no presente estudo sdo compativeis com
os resultados de Nunes et al., (2015), que obtiveram valores entre 60 e 70 para a L* de
extratos de erva-mate.

A Tabela 3 mostra os valores obtidos para a vermelhiddo das amostras de todas
as progénies. Devido ao grande desvio-padrdo obtido para algumas amostras, na pratica
fica impossivel distinguir estatisticamente se o valor de a* é positivo ou negativo para
essas amostras. Em geral, os extratos correspondentes as amostras de perfil foliar mais
jovem resultaram em menores valores de a* 0 que indica que essas amostras tendem a
ser mais esverdeadas em relacdo aquelas com perfil foliar mais maduro. O processo de
extracdo nao afetou o valor da vermelhiddo para as amostras coletadas no inverno, mas
para as amostras coletadas no verdo, o valor de a* foi mais negativo para 0s extratos
obtidos por infusdo, por apresentar os melhores resultados.

Conesa et al., (2019) encontraram em seu estudo com limdes Fino 49, valores de
coordenada a* variando de -9,53 a 8,44, dados que estdo de acordo com 0 nosso estudo.
Esses valores ressaltam a coloracdo verde, que para os limdes determinam o equilibrio
entre clorofila, luteina e carotenoides. Esse trabalho também mostrou que os valores
ideais de coordenada a* para a qualidade de limdes néo pode ultrapassar 5 (para ndo
interferir na concentracdo de clorofilas). Acima disso, comeca acentuar a cor

avermelhada na fruta.

Tabela 3. Comparacao dos valores da vermelhiddo (a*) entre as progénies, perfis
foliares e métodos de extracao.

. Infusdo de Perfil Soxhlet de Perfil Infu§ao d? Soxr_llet d?
Progénie . . Perfil Foliar Perfil Foliar
Foliar Maduro Foliar Maduro
Jovem Jovem
1 31,62+53,08%°"® 55 96+9,66%" -12,53+5,47%® -8 77+0,05®®
2 30,97+32,18%A 5 48+5 53" -13,18+1,24%8 .8 57+0,23%
3 4,06+0,06% -1,06+3,60® -12,30+0,07%¢  -12,42+0,10°
4 26,17434, 713"  -1,82+9,06°®  -10,47+1,90*® -11,41+0,28"8
5 45,60+27,09°  6,91+24,43°A8  _1520+1,75°®  -13,80+2,35"®
6 15,91+28,98°°AB 39 91+16,96**  -14,70+1,13°®  -11,56+1,45®
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7 -7,78%2,31% -9,11%1,07%4 -14,1622,08"°  -8,89+0,54*
8 -7,43+1,13% 23,07+£29,68""  -17,50+1,03°®  -15,86%4,96"°
9 454941450  -10,71£2,47°%¢  -12,47+1,36™°  -8,64+0,58
10 -6,15+2,02°* -12,04+4,48°*°%  -13,43+1,60°°® -8,57+1,59*
Média 7,12 -6,95 -13,70 -10,85

LCetras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que letras

maiUsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extragdo e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

Tabela 4. Comparacdo dos valores do parametro b* entre as progénies, perfis foliares e

métodos de extracgdo.

Progénie Infgséo de Perfil Sox_hlet de Perfil IIDr:afrl:‘?Igllc:)c:jl?ar ﬁg;;?llelztoc:?ar
Foliar Maduro Foliar Maduro Jovem Jover
1 53,53+£12,76™"  60,22+21,72°"  54,93+32,04®" 43,70+0,64*"
2 4552+19,59°°"  43,85+18,51°"  53,31#1,42**  53,31%0,23**
3 52,80+9,72°°4 51,02+5,93* 51,85+0,22*"  58,77+9,99°
4 61,19+10,47**®  69,10+2,58"™ 61,91+1,19°"  47,32+4,43%®
5 51,60+£24,65™"  47,32420,35"*  60,86%9,26"™  56,54+17,47*"
6 45,29+3,51" 55,98+7,56°%C  61,40+1,48"®  54,9242,04*
7 52,00+£10,85""5¢  38,59+4,97° 62,92+9,43"°  46,18+0,89*
8 38,87+£10,60°"  52,41+11,05°"® 68,15+3,82°®  64,18+7,33%°
9 49,92+10,44™*  36,20+8,85 64,16+1,28"°  64,34+3,12""
10 54,86+19,29"®  5503+18,28°°® 68,22+2,63"*  42,75+6,00%
Média 50,56 50,97 60,78 53,20

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que lTetras

maiUsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extracao e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela propria autora.
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No que diz respeito ao parametro b*, os valores ficaram positivos para todas as
amostras evidenciando uma tonalidade amarelada (Tabela 4). N&o foi observada
diferenca estatistica entre as progénies, método de extracdo ou perfil foliar para este
parametro.

As Tabelas 5 e 6 apresentam os resultados obtidos para os parametros Croma e
Angulo de Hue, respectivamente. Foi observado que os valores do C* para as amostras
de perfil foliar mais maduro, os extratos de plantas do sexo feminino sé@o mais elevados
indicando uma coloracdo mais intensa. Embora tenha sido observada diferenca entre as
progénies, os resultados ndo sdo conclusivos, pois dependem também do método de
extragéo e do perfil foliar.

Tabela 5. Comparacédo dos valores do parametro Croma (C*) entre as progénies, perfis

foliares e métodos de extracao.

Infusdo de Perfil PSecr);(iTIIS;ﬁZr Infusdo de Perfil PSecr)i‘(itl]IIS;ﬁZr
Progénie Foliar Maduro Maduro Foliar Jovem Jovem
1 72,53+13,72%"  83,65+9,17*" 56,35+32,44%A8 44 57+0,64%®
2 56,39+33,49%A 44 56+17,54°"  54,91+1,68*" 53,99+1,68°"
3 52,96+9,72%A 51,11+5,81° 53,28+0,20% 60,08+9,79°A
4 71,26+3,75™ 69,4242 33 62,81+0,86"8 48,68+4,24%¢
5 68,93+36,37*"  51,71+10,78°*  62,75+9,41%°A 58 21+17 534
6 52,09+5,80°A 69,07+15,93%*"8 63 14+1,71"® 56,12+2,30°A
7 52,65+10,37%*AB¢ 39 68+4,59°* 64,49+9,65°®  47,03+0,98%
8 39,63+10,18°* 60,79+7,83°®  70,37+3,44B 66,15+8,29"8
9 67,59+17,46%48 37 75+9 19°* 65,36+1,52"8 64,91+3,17"8
10 55,20+18,92%48 56 33+18,81°*® 69 54+2,27 43,59+6,20%®
Média 58,94 56,41 62,30 54,34

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies encquanto que letras

maiUsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extragéo e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela propria autora.
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De acordo com essa faixa de valores, Viana et al., (2013) na observacdo da
caracterizacdo fisico — quimica de novos hibridos de abacaxi resistentes a fusariose,
encontraram no seu primeiro grupo de hibridos valores semelhantes ao deste trabalho
para o parametro de Croma (43,93), enquanto que, os dados referente & luminosidade e
Angulo Hue, foram compativeis ao nosso estudo com os trés grupos de hibridos do
autor.

Para o angulo de Hue, foi observado que os valores tenderam a ser positivos para
0s extratos das plantas com perfil foliar maduro (tendéncia mais avermelhada) e
negativos para os extratos provenientes das plantas com perfil foliar jovem (tendéncia
mais esverdeada). Nao houve diferenca aparente entre os métodos de obtencdo do
extrato e os valores do Angulo de Hue e para as plantas de perfil mais jovem, as
amostras provenientes de plantas do sexo feminino se mostraram mais avermelhadas
enquanto que para as plantas do sexo masculino, os extratos foram mais esverdeados.
Lopez-Cordoba et al., (2014) prepararam um cristalizado de blend de erva-mate com
sacarose com efeito antioxidante, produzindo dois produtos com concentragdes
diferentes de erva-mate e os valores do angulo de Hue foram da ordem de 90°, o que foi
compativel com extratos obtidos de plantas do sexo feminino com perfil foliar mais

jovem neste estudo.

Tabela 6. Comparagdo dos valores do Angulo de Hue (h°) entre as progénies, perfis
foliares e métodos de extracao.

Infusdo de Perfil Soxhlet de Perfil Infusdo de Perfil ~ Soxhlet de Perfil

Progénie Foliar Maduro Foliar Maduro Foliar Jovem Foliar Jovem

1 -25,91+82,99"®  46,26+15,15"" -76,52+2,19%° -78,66+0,10°°
2 61,66+19,52** 80,72+10,89°" -76,13+0,90° -80,87+0,21"°
3 85,53+0,89°" 1,93+123,02°4%  _76,6520,13*° -77,91+1,90°°
4 67,66+29,67°" 1,63+1,66°° -80,39+1,89% -76,57+1,55%
5 49,55+3,84%4 -13,38+94,86"°°"® 55 45+8 05" -78,14+1,02%°
6 -17,45+94,86*"®  55,45+8,05* -76,55+0,68°° -78,14+1,02%°
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7 -81,07+4,31° -76,53+3,18" -77,31+0,04* -79,11+0,45
8 -78,58+4,64"" 68,11+27,90%° -75,56+1,59° -76,29+2,66*
9 48,08+3,23" -73,49+0,22% -79,02+0,96 -82,35+0,14°°
10 -82,83+4,57™ -77,74+0,51™ -78,84+1,71%4 -78,70+0,50°
Média 2,67 1,29 -75,24 -78,67

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que letras

mailsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extragdo e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

Para se identificar caracteristicas em comum entre os parametros de cor
estudados (L*, a*, b*, C* e h%), foi aplicada a técnica de Analise de Componentes
Principais (ACP) para agrupar os dados de acordo com 0s agrupamentos a que eles
pertencem. O ACP busca reduzir o nimero de dimens@es dos dados (no caso 20, ja que
sdo 4 grupos aplicados a cada um dos 5 parametros) através de suas caracteristicas em
comum. O Scree plot é um diagrama que indica 0 nimero de dimensdes que pode ser
empregado em funcdo da porcentagem da variancia total do conjunto explicada por
essas dimensdes. De acordo com o diagrama da figura 4, um total de 70% da variancia
pode ser explicado por 4 dimensdes. Portanto, 4 dimensdes sao consideradas suficientes
para descrever o comportamento dos parametros de cor obtidos nesta dissertacao.

De forma anéloga ao presente estudo, Zhao et al., (2020), explicaram em sua
Anélise de Componentes Principais, nas primeiras quatro dimensfes 81,29% da
variancia, sendo distribuida com os seguintes valores: (1° 39,93, 2° 21,02, 3° 10,85 e 4°
9,49%).

Ainda em consonancia com essa dissertacdo, Anjos, Frazéo e Caldeira (2017) na
caracterizacdo fisico-quimica e sensorial de aguardente de mel obteve nas suas duas
primeiras dimensdes, 75% de variancia, sendo na primeira dimensdo (49,6%) e na

segunda dimenséo (25,4%).
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Figura 4. Scree plot indicando a percentagem de variancia explicada por cada
dimenséo.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

A Figura 5 mostra um diagrama apontando as correlagdes e contribuicdes de
cada grupo para as duas primeiras dimensdes (que sdo responsaveis por 46,5% da
variancia total dos resultados). Nessa figura as letras H, L, C, a e b representam 0s
parametros de cor, as letras J e M correspondem aos perfis foliares jovem e maduro,
respectivamente, e as letras | e S representam os métodos de extracdo por Infusdo e
Soxhlet, respectivamente. Conforme pode ser observado, os elementos obtidos pelo
método de extracdo Soxhlet e para as amostras foliares jovens estdo localizados
proximos entre si no primeiro ou no inicio do segundo quadrante, o que indica uma
correlacdo entre este método e os valores globais dos parametros de cor. J& os elementos
obtidos por Infusdo ou com perfil foliar maduro nédo estdo tdo associados entre si, tendo
em vista que estdo mais espalhados pelo circulo. Um diagrama incluindo as progénies
estd apresentado na Figura 6. Neste diagrama, pode ser visualizada uma correlacdo entre
0s parametros de cor das progénies do sexo feminino (de 1 a 5), as quais estdo
localizadas bem proximas podendo ser consideradas um grupo com parametros em
comum. No que diz respeito as progénies do sexo masculino, as progénies 7, 9 e 10

apresentam comportamento semelhante podendo ser reunidas em um unico grupo, mas
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as progénies 6 e 8 apresentam um comportamento distinto, devendo ser descritas
separadamente.

Segundo Zhao et al., (2020), o ACP é conduzido para examinar o impacto da
variavel de forma individual e como a correlacdo entre os fatores se comporta e 0s
agrupamentos se manifestam. As variedades de ervilhas estudadas pelo autor que
apresentaram valores baixos ou altos de TPC, TFC, ABTS e FRAP foram classificadas

em grupos separados.
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Figura 5. Diagrama mostrando correlagdes entre os elementos para as duas primeiras
dimensoes.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

No conjunto de dados obtido por Anjos, Frazdo e Caldeira (2017) que estudaram
a caracterizacdo fisico-quimica de aguardentes de mel, duas amostras apresentaram
comportamentos distintos entre si e que as mantiveram isoladas das demais amostras,
iSso mostra, que as ndo apresentaram afinidade com as demais nas variaveis estudadas,
como podemos visualizar nesse estudo com a Progénie 8.

Dentre os atributos estudados por Almeida et al., (2020), para fermentados
alcodlicos de mangaba, os seguintes: dogura, aparéncia, sabor, impressdo global, aroma
e intencdo de compra, apresentaram um relagdo positiva com a amostra F3,

comportamento ndo encontrado nas demais amostras testadas.
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Figura 6. Diagrama mostrando correlagdes entre as progénies para as duas primeiras
dimensoes.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

5.2. COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para o teor de compostos fendlicos
totais das 10 progénies e os tratamentos utilizados neste estudo. Os maiores valores
obtidos para cada progénie estdo destacado em negrito. Observou-se que, em geral, as
maiores médias foram obtidas para as amostras com o perfil foliar jovem que foram
extraidas pelo método da infusdo. Isto pode ser explicado pelo método de Soxhlet, ser
um processo extrativo de longos periodos e podem degradar alguns compostos da
planta. Por sua vez, o método da infusdo preserva melhor os compostos da planta. Além
disso, a exposicdo solar aumenta a producdo de fitoquimicos (FERREIRA et al., 2017;
ROSSA et al., 2017). Ndo houve diferenca estatistica do teor de compostos fendlicos
guanto ao sexo das plantas.

Os compostos fenolicos séo agentes responsaveis pela atividade antioxidante. As
espéecies antioxidantes inibem reacdes em cadeia e reparam lesdes causadas no
organismo por radicais livres. Portanto, sugere-se o consumo de erva-mate por ser uma

forma barata e eficaz de nutrir o corpo com antioxidantes (COLPO et al., 2016).
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Tabela 7. Teor de compostos fendlicos totais entre as progénies, perfis foliares e

métodos de extracao.

Infusdo de Perfil

Soxhlet de Perfil

Infusdo de Perfil

Soxhlet de Perfil

Progénie Foliar Maduro Foliar Maduro Foliar Jovem Foliar Jovem
(MgEGAgY)  (mgEGAg')  (mgEGAg")  (mgEGAg™)

1 033+622% 1176+108%"8 2350+626%° 2120+1112%°¢AB

2 033+188* 1160+£744%A 1573+735%A 20560804

3 940+160% 1600+173%A8 2213+1027°8 1440+433°A8

4 1190+840* 14562784 803+193™ 083+127"A

5 1236453234 910+3912°AB 736+098"" 2640+047%

6 1566+763%8 830+089*'® 1666+329"A 436+471°8

7 1226+3397° 1030+174%A 1680+141%°A 2343+1286%4

8 1033+103"° 633+292% 1536+070°¢ 1173+414PABC

9 1463+614°° 1106+1074%°A 1760+292PA 1650+4474

10 1663+614°° 033+245%A 2170+1871%A 2056+1296"A

Média 1218 1083 1649 1690

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que lTetras

maiUsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre os valores dos métodos de extracéo e perfil foliar.

FONTE: Elaborada pela prépria autora.

Ferreira et al., (2016) prepararam extratos de folhas maduras de erva-mate com

diferentes concentracdes de alcool etilico via ultrassom, quantificando medias de (333
mg EAG L-1), em comparacdo com esta dissertagdo, a amostra comparativa (folha
madura) obteve médias de (1190 mg EAG L-1) para infusdo e (1030 mg EAG L-1) para
soxlet, esses métodos se mostraram melhores em comparagdo aos valores encontrados
pelo autor.

Também adotando o método via ultrassom, Bisognin et al., (2019) usaram
diferentes formulagdes mesclando metanol, agua e acetona e em diferentes tempos de
extracdo, obtendo meédias de (21,39 mg EAG L-1). Com resultados semelhantes, é

possivel citar Vera e Schmalko (2019), os quais avaliaram capsulas de erva-mate e o
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teor de compostos fendlicos (19,939 EAG% ms), testando diferentes métodos de
secagem e isotermas de adsorcéo.

5.3. TEOR DE CAFEINA E COMPOSICAO DAS PROGENIES

A Tabela 8 apresenta as concentrac@es de cafeina encontradas para as amostras
de cada progénie avaliada. A cafeina somente foi quantificada para as amostras de cada
progénie que forneceram os maiores valores dos compostos fenolicos totais. Entretanto,
uma tendéncia geral foi que as progénies do sexo masculino resultaram em um teor de
cafeina mais alto que as progénies do sexo feminino. Segundo Borges et al., (2013)
além do sexo da planta, a sua idade, genética, e fatores como a incidéncia de luz,
temperatura, solo e condicbes de estresse, podem influenciar signifiticamente na
quantidade de cafeina e demais metilxantinas.

A importancia da cafeina reside no fato que trata-se do composto mais
caracteristico da erva-mate, além de seu consumo diario gerar beneficios medicinais
(YUE et al., 2017) e proporcionar a diminuicdo da ingestdo de agucares e aumentar a
producdo de hormonios do bem—estar (serotonina e grelina), fazendo com que os niveis
de gordura corporal diminuam (POURSHAHIDI et al., 2016). Entretanto, seu consumo
excessivo pode gerar efeitos adversos tais como problemas cardiovasculares,
osteoporose e aumento da ansiedade (WIKOFF et al., 2019).

Em uma analise do teor de cafeina das folhas de erva-mate em diferentes épocas
do ano, Croce (2010) encontrou maior quantificagio do composto nos meses de
fevereiro e marco, o que configura 0s meses mais quentes do ano (verdo),
contabilizando (1 g/100g).

Em um estudo semelhante a essa dissertacdo, Cardozo Junior et al., (2010)
avaliaram o teor de cafeina de progénies de erva-mate, com origem de Ivai PR, Pinhdo
PR, Baréo de Cotegipe RS, Quedas do Iguacu PR, Cascavel PR, os valores do composto
variaram (0,65 a 1,31 %, w/w), além da cafeina, foi encontrada teobromina, substancia
encontrada em nossa analise cromatogréafica, nas progénies 4 a 10.

Apresentando a mesma conjuntura, Bastos et al., (2006) determinaram em
progénies oriundas do estado do Parand, Brasil, o conteudo de cafeina, 5CQ e acido
cafeico, para a cafeina foi registrado (49.2 a 294.0 pg/mL), os demais compostos ndo

foram identificados em nossas amostras.
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Tabela 8. Concentracdo de cafeina para cada progénie.

Progénie mg/g amostra
1 0,61%0,29°
2 1,19+0,70°
3 0,78+0,80°
4 3,39+4,07%
5 2,52+3,26
6 2,23+2,77%
7 4,985 57%
8 2,50£2,62%
9 4,28+0,10°
10 0,90+0,11°
Média 2,34

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

Para a progénie 1, foram encontrados 0s seguintes componentes: a-cubebeno,
eucaliptol, copaina, espatulenol, cafeina e cariofileno (ver Figura 7). E bem conhecido
que estas substancias apresentam potencial antibactericida, antifingico, antitumoral,
antioxidante e estimulante (SOLIS et al., 2004, CERNA-CHAVEZ et al., 2019;
VELANDIA et al., 2019; DZUL- BEH et al., 2020; APARICIO-ZAMBRANO et al.,
2019; TONET, ZARA, TIUMAN, 2019). Para a progénie 10, foram observadas as
presencas de espatulenol, cariofileno, cafeina e terpineol Dentre estas substancias,
recomenda-se 0 uso do terpineol para terapias de melanoma e alguns outros tipos de
cancer (BATISTA et al., 2020; LIANG et al., 2020).
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Figura 7. Cromatograma correspondendo a Progénie 1.
FONTE: Elaborada pela propria autora.

O phytol ou fitol, diterpeno encontrado na constituicdo da clorofila, muito usado
na inddstria cosmética, apresenta acdo anticonvulcionante em camundongos e seus
analogos demostraram acdo antitubercular (SAIKA et al., 2010; COSTA et al., 2012).

Esse composto foi identificado na constitui¢do fitoquimica das progénies 4 e 7.

5.4. COMPORTAMENTO ALELOPATICO DOS EXTRATOS

5.4.1. TAXA DE GERMINACAO

Os extratos referentes aos gendtipos (progénies) de erva-mate apresentaram
efeitos promissores para a taxa de germinacdo (Tabela 9). Foram utilizadas duas
amostras como controle (sem adicdo de extrato) e seus valores foram iguais a
85,0+7,1% e 80,0+14,1.
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Como se observa, com 0 aumento da concentracdo dos extratos, hd uma reducéo
do indice de germinacdo, conforme esperado. Dentre as progénies testadas, se observa
que a Progénie 7 apresentou, em media, resultados mais satisfatorios para as duas
concentracdes de extrato empregadas. Essa progénie também € a que apresentou maior
valor médio absoluto de cafeina, 0 que sugere que possa haver uma conexdo entre esses
fatos. Entretanto, sdo necessarios mais estudos para se validar essa hipotese.

Em estudo similar, Wang et al., (2017) aplicaram extratos de folhas verdes e
vermelhas de Rhus tiphina, encontrando resultados variando de 27.31 a 57.83% na taxa
de germinacdo de Lactuca sativa. Em conformidade com o presente estudo, Carvalho et
al., (2019) encontraram 95% de inibicdo da germinacdo em Lactuca sativa na maior

parte de seus extratos, derivados da planta Amaranthus spp.

Tabela 9. indice de germinacéo para cada progénie e concentracdes de 20% e 50% de

extratos.
Progénie Concentracdo 20% (%) Concentracdo 50% (%)
1 55,0£0,0" 5,0+0,0*°
2 67,53,5"" 7,5+3,5%°
3 57,5+3,5% 5,0+0,0*°
4 70,020,0°4 5,0+0,0*°
5 47 5+3,5% 7,5+3,5%°
6 52,5+3,5%%4 17,5+14,1%®
7 47 5+3,5% 5,0+0,0%°
8 65,020,0™ 5,0+0,0*°
9 60,014,12°%A 5,0+0,0%
10 80,0+7,1" 5,0+0,0*°
Média 55,5 6,75

Letras minasculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que Tetras

mailsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre as concentragoes.

FONTE: Elaborada pela propria autora.
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O principal motivo do estudo da Alelopatia tem o intuito de entender o
comportamento dos metabdlitos secundarios de uma planta em relagdo a outras plantas.
A partir dessa informacéo, é possivel desenvolver herbicidas de forma natural, sem
produtos quimicos sintéticos para amenizar o problema das plantas daninhas. Nesse
contexto, Ximenez et al., (2019) elaborara, extratos de forma bruta e fracionada de
Machaerium hirtum para aplicacdo sobre duas plantas daninhas: Euphorbia heterophyla
L. (leiteira) e Ipomoea grandifolia (Dammer) O’ Donnel (corda-de-viola), resultando na
reducdo do tamanho da raiz e parte aérea das plantulas testadas em todas as
concentrag0es comparadas ao controle. Nishimuta et al., (2019), aplicaram extratos de
Vernonanthura brasiliana, conhecida como assa-peixe e testaram sobre Lactuca sativa.

As taxas de germinacao resultantes deste processo variaram de 68 a 99%.

5.4.2. COMPRIMENTO DA RAIZ

Dos parametros necessarios para a avaliacdo da atividade alelopatica de uma
planta, o comprimento de raiz, complementa a taxa de germinagdo. Enquanto que o
indice germinativo foca no comportamento dos metabdlitos secundarios para inibir a
profusdo de outras plantas, 0 comprimento de raiz e parte aérea estudam a reducédo e
como o crescimento normal de determinado vegetal é afetado.

Nesse sentido, as progénies 5 e 7 apresentaram os melhores resultados de
inibicdo do crescimento das raizes de Lactuca sativa nas concentracdes testadas dos
extratos hidroetanolicos de erva-mate (Tabela 10). Os valores do comprimento da raiz
para as amostras controle foram iguais a 39,95+3,01 cm e 42,71+10,34 cm.

Baratelli et al., (2012) obtiveram um resultado de 14,48 cm com 0 seu extrato
etanolico de folhas verdes de Terminalia catappa L. (Combretaceae) em Lactuca
sativa. As vezes, ndo e s o crescimento de raiz um fator importante a ser seguido para a
descoberta do potencial bioherbicida. A planta inibidora pode afetar também a parte
aérea da planta como mostrado por Tigre et al., (2015) que estudaram a influéncia de

compostos fendlicos de Cladonia verticillaris em Lactuca sativa.



48

Tabela 10. Comprimento da raiz (cm) para cada progénie e concentragdes de 20% e
50% de extratos.

Progénie Concentracdo 20%  Concentracdo 50%
1 11,56+3,42** 0,15+0,07"°
2 5,68+1,46°" 0,28+0,04%"
3 9,29+9,77% 0,250,07*°
4 12,66+8,24%4 0,150,07"°
5 4,52+1,69°* 0,230,04*®
6 6,56+0,57"" 1,00+1,12°%8
7 4,98+2,19°4 0,20+0,00*
8 12,84%3,49°4 0,15+0,00%
9 10,97+9,67°4 0,20+0,00%
10 13,68+1,91%* 0,25%0,07"®
Média 9,27 0,29

Letras minusculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que letras

mailsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre as concentracdes.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

5.4.3. COMPRIMENTO DA PARTE AEREA

Dentre as progénies avaliadas, a enumerada como 5, se mostrou com o melhor
valor de reducdo de parte aérea. Jelassi et al., (2016) aplicaram extratos de vagens de
Acacia cyclops em Lactuca sativa. Os autores relataram que o produto influenciou o
crescimento das mudas com porcentagens de inibicdo de 63,68% e 88,21% para 0s
comprimentos da parte aérea e da raiz, respectivamente. Ladhari et al., (2020) avaliaram
a influéncia de extratos de folhas e galhos de cultivares de Ficus carica L. frente a
diferentes plantas daninhas e Lactuca sativa, obtendo os melhores efeitos as
concentracdes de 40 g/L e 6 g/L, tanto na germinacao, quanto no crescimento da raiz e
da parte aérea. Os valores do comprimento da parte aérea pra as amostras controle
foram iguais a 24,14+10,11 cm e 24,29+6.
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Para o pardmetro de comprimento de parte aérea, 0 extrato de concentracéo de

50%, inibiu a producdo de parte aérea das plantulas de alface, entdo foram obtidos os

dados da concentracédo controle e da concentracao de 20%.

Tabela 11. Comprimento da parte aérea (cm) para cada progénie a concentracdo de

20% de extrato.

Progénie

Concentracéo 20%

1

2

9

10

Média

13,03+1,99%
13,06+10,13*
13,87+3,75
13,93%5,54%
5.98+1,56"
10,16+1,19°
9,12+0,81°
12,20+2,69°
13,25+6,51%
14,21%3,27°

11,88

Letras mindsculas diferenfes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

5.5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

De forma anéloga a atividade alelopatica, o potencial antimicrobiano da erva-

mate se da gracas aos metabolitos secundarios da planta. O antibiograma é uma

metodologia que tem como finalidade avaliar o crescimento bacteriano frente a

antibioticos ou compostos que possuem essa funcao.

Os extratos hidroetanolicos de erva-mate foram testados para averiguar o

potencial antibacteriano da planta em relagdo a Escherichia coli ATCC 25922, em
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comparagdo com os tratamentos controle e com o antibidtico sintético Ciprofloxina
(Tabela 12). Os resultados médios para o tratamento controle e para o antibidtico

sintético foram iguais a 0,00£0,00 mm e 27,67+2,52 mm, respectivamente.

Tabela 12. Halo de inibigdo (mm) para cada progénie e concentragdes de 20% e 50% de

extratos.
Progénie Concentracdo (20%)  Concentracdo (50%)
1 12,97+11,24%%A 6,67+1,53*
2 4,937,004 7,00£1,00%
3 0,00£0,00** 6,33x1,15%
4 0,00+0,00** 10,3045,56°°
5 9,00+1,00°* 5,300,61%°
6 0,00+0,00** 8,67+2,89%
7 08,00+3,46%" 10,33+3,79%°
8 16,677,644 6,33+2,52*"
9 0,00£0,00** 6,67+2,08%°
10 10,00+10,00%°4 6,00£2,00*
Média 6,15 7,36

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenca ao nivel de 95% dos valores entre as progénies enquanto que letras

mailsculas na mesma linha indicam diferenca ao nivel de 95% entre as concentragoes.

FONTE: Elaborada pela propria autora.

A partir da Tabela 12, observa-se que alguns dos gendétipos avaliados se
mostraram mais eficientes a concentracdo de 20% dos extratos do que & concentragéo de
50%, com a producdo de halos de inibicdo maiores. Uma hipdtese que pode justificar
essa ocorréncia, é que como os testes foram executados com tempo de 30 dias de
diferenca, o que ter degradado parte dos compostos. Verifica-se que, na média a
progénie 7 resultou em maiores halos de inibicdo podendo ser classificada como tendo

maior acdo antibacteriana frente ao patdégeno considerado.
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Com resultados semelhantes, Girolometto et al., (2009), pelo método de diluigdo
avaliaram extratos de erva-mate em relacdo a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Salmonella enteritidis ATCC 11076, Escherichia
coli ATCC 11299. Dentre essas bactérias, Salmonella se mostrou mais sensivel ao
extrato que as demais.

Burris, Higginbotham e Stewart Jr (2015) aplicaram extratos aquosos de erva-
mate em Staphylococcus aureus MRSA ATCC 33591 e ATCC 33593. Essas cepas sao

resistentes a metilicilina, mas foram inativadas em todas as concentracdes testadas.
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6. CONCLUSAO

Foi obtido neste estudo que o composto predominante em todas as progénies for
a cafeina, sendo que mais compostos foram encontrados nas progénies 1 e 10. A
concentracdo de cafeina foi bastante variada entre as amostras estudadas, mas, na
média, as progénies do sexo masculino apresentaram mais cafeina do que as progénies
do sexo feminino. N&o foi observada diferenca no teor de compostos fendlicos totais
entre as progénies, mas as maiores concentracdes foram obtidas para os extratos obtidos
por infusdo para as amostras de perfil foliar jovem. Os extratos gerados pelas folhas
com perfil foliar mais maduro apresentaram tendéncia a apresentarem uma cor mais
avermelhada, enquanto que as provenientes de folhas com perfil foliar mais jovem
apresentaram uma tendéncia mais esverdeada. A analise de componentes principais
mostrou que os sexos das progénies também influenciam os parametros de cor das
amostras.

O extrato da progénie 7 foi o que apresentou melhores resultados para a
inativacdo de Escherichia coli e pode ser empregado como uma alternativa natural util
para a substituicdo de antibidticos sintéticos em trabalhos futuros, sendo necessario
mais testes com a concentracfes de extrato. Os extratos provenientes das progénies 5 e
7 foram os que apresentaram melhores resultados nos ensaios alelopaticos e, o0s
resultados sugerem que estes extratos podem ser utilizados para a inibicdo do

crescimento de ervas daninhas.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para pesquisas futuras sugere-se:

o Avaliar mais concentracfes de extratos nos testes alelopatico e antimicrobiano.

o Verificar a utilizacdo de novos solventes para a obtencdo dos extratos e observar
seu desempenho frente aos testes verificadores de potencial do produto.

o Aplicar a mesma metodologia adotada em outras bactérias de interesse alimentar
(Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella entérica,
etc.) e deteriorantes de alimentos (Pseudomonas, Serratia, Alteromonas, Aeromonas,
Serratia, Acetinobacter, etc.).

o Isolar cada composto encontrado e testa-lo em diferentes frentes para avaliar as
suas potencialidades e existéncia de sinergia.

o Observar os extratos das progénies avaliadas na inibicdo de germinagdo e
crescimento de plantas daninhas.

o Aplicar a metodologia em maior nUmero de amostras e repeticoes.
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