UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS RURAIS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA
DE ALIMENTOS

ESTUDO DA ALTERACAO DA COR E DEGRADACAO
DA CLOROFILA DURANTE ARMAZENAGEM DE
ERVA-MATE TIPO CHIMARRAO

DISSERTAGCAO DE MESTRADO

Gisela Cabral Malheiros

Santa Maria, RS, Brasil
2007



ESTUDO DA ALTERAGAO DA COR E DEGRADACAO DA
CLOROFILA DURANTE ARMAZENAGEM DE ERVA-MATE
TIPO CHIMARRAO

por

Gisela Cabral Malheiros

Dissertacao apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de
Pés-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS),
como requisito parcial para obteng¢ao do grau de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

Orientador: Prof®. Dr. Luisa Helena Rychecki Hecktheuer

Santa Maria, RS, Brasil

2007



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias Rurais
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

A Comissdo Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacao de Mestrado

ESTUDO DA ALTERACAO DA COR E DEGRADACAO DA
CLOROFILA DURANTE ARMAZENAGEM DE ERVA-MATE TIPO
CHIMARRAO

elaborada por
Gisela Cabral Malheiros

como requisito parcial para obtencédo do grau de
Mestre em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

COMISSAO EXAMINADORA:

Luisa Helena Rychecki Hecktheuer, Dr?.
(Presidente/Orientador)

Margareth Linde Athayde, Dr?. (UFSM)

Tatiana Emanuelli , Dr?. (UFSM)

Santa Maria, 12 de fevereiro de 2007.



AGRADECIMENTOS

A Deus, Autor e Orientador do projeto da minha vida. Te agradeco por tudo,
Senhor, especialmente pela paz nos momentos de dificuldade e pela tua provisao
quando eu nada tinha ou podia fazer.

Ao meu marido, Henrique, que teve que suportar a distancia todo esse tempo.
Obrigada pelo apoio e confianga, e por ter me dado tanta forca e amor, perto ou
longe, do inicio ao fim.

A minha familia: mae, sogros, irmaos, cunhadas e cunhados, sobrinhos e
sobrinhas e todos os demais. Cada vez mais reconheco a importancia de vocés nas
minhas conquistas.

A minha orientadora Luisa, que encarou esse desafio comigo. Obrigada pela
seguranca, objetividade e tranquilidade em todos 0s momentos, mesmo nos mais
conturbados.

A Marta Weber do Canto, quem iniciou este projeto, e confiou a mim uma
grande idéia. Obrigada pelo que tem me ensinado desde a graduacao.

A Luciana de Abreu, responsavel técnica da ervateira Vier, e a ervateira, que
me forneceram a erva-mate para a execucao das analises. Obrigada, Luciana, por
me “socorrer” na hora certa, e por toda colaboracdo desde entéo.

Aos professores do DTCA e PPGCTA, que me proporcionaram a base do que
eu sei sobre ciéncia e tecnologia de alimentos, e me ensinaram a amar esta area de
conhecimento.

Aos funcionarios do DTCA, especialmente a Marialene e o Moisés, que foram
companheiros de laboratério e bons parceiros e amigos durante a execugao deste
trabalho.

Ao professor Auri Brackman, o aluno Anderson Weber e toda equipe do
Nucleo de Pesquisa em Pés-colheita, no qual eu pude realizar a armazenagem das
minhas amostras. Obrigada pelo apoio, parceria e amizade.

A Ana Cristina, a Thaylise e & Geisi, companheiras das longas horas de
laboratério, que ajudaram com o trabalho e com a amizade.

Aos colegas do PPGCTA, com quem dividi alegrias, angustias, planos,
reivindicacdes, risadas, painéis sensoriais, duvidas, lagrimas, enfim, pequenas e

grandes coisas que foram importantes a seu tempo.



“6 profundidade da rigueza da sabedoria e
do conhecimento de Deus! Quéo
insondaveis sao 0s seus juizos e
inescrutaveis os seus caminhos! Quem
conheceu a mente do Senhor? Ou quem
foi seu conselheiro? Quem primeiro |he
deu para que ele o recompense? Pois
dele, por ele e para ele sao todas as
coisas. A ele seja a gléria para sempre!
Amém.”

Rm 11.33-36
Biblia Sagrada, Nova Versao
Internacional, 2000



RESUMO
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A llex paraguariensis A. St.-Hill., conhecida popularmente como erva-mate, € uma espécie
nativa da regiao subtropical da América do Sul, a qual € matéria-prima para o produto erva-
mate, utilizado principalmente no preparo da bebida chimarrdo. Dentre os atributos
sensoriais da erva-mate tipo chimarrdo, a cor constitui o primeiro critério utilizado pelo
consumidor para sua aceitabilidade. A cor verde da erva-mate deve-se a presenca de
clorofila. Ocorrem perdas expressivas de clorofila no processamento e também na
armazenagem da erva-mate, porém o mecanismo e produtos formados ainda ndao sao bem
conhecidos. Existem diversos caminhos possiveis para a degradacao da clorofila, pois ela é
sensivel ao pH, enzimas, oxigénio, temperatura e luz, e a velocidade das reagdes €
determinada pela atividade de agua do alimento. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar as alteracbes da cor e dos pigmentos clorofilicos e verificar os fatores que as
causam durante a armazenagem da erva-mate tipo chimarrdo em condigdes ambientais,
nas duas embalagens mais utilizadas comercialmente. Para tal, amostras de erva-mate tipo
chimarrdo, em embalagem de papel ou laminada, foram armazenadas em uma camara
(25°C; umidade relativa de 75%), as quais foram analisadas em sete momentos (0, 2, 4, 6,
8, 10 e 12 semanas de armazenagem). As analises fisico-quimicas foram as seguintes:
determinacdo de umidade, atividade de agua, pH, TBARS e atividade residual da
peroxidase; quantificacao de pigmentos clorofilicos (clorofila e feofitina); analise instrumental
de cor por colorimetria tristimulus (obtendo-se L*, a*, b*, AE*, h° e C*). Os resultados
mostraram variagdo significativa de todos os itens analisados com o tempo de
armazenagem e diferenga significativa entre as embalagens, com excecao da peroxidase,
que nao apresentou atividade residual. A andlise de pigmentos clorofilicos mostrou
resultados controversos, porém verificou-se sua degradacao. Na embalagem de papel, as
principais alteracées na cor da erva-mate foram reducdo de h° (do verde inicial para um
verde mais amarelado), reducao de L* (escurecimento) e reducao de C* (perda do brilho da
cor, de verde brilhante para verde mais opaco). Na embalagem laminada, as principais
alteragdes na cor foram reducao de h° (do verde inicial para um verde mais amarelado,
porém menos acentuada que na embalagem de papel), aumento de L* (clareamento), e
reducédo de C* (perda do brilho da cor, de verde brilhante para verde mais opaco, maior que
na embalagem de papel). Concluiu-se que provavelmente a alteracdo da cor tenha sido
influenciada tanto por oxidagao quanto por feofitinizacdo dos pigmentos clorofilicos da erva-
mate tipo chimarrdo, e as reacdes predominantes de degradacao da clorofila tenham sido
feofitinizacdo na embalagem de papel e feofitinizacao e oxidacdo na embalagem laminada.

Palavras-chave: erva-mate; llex paraguariensis; chimarrao; clorofila; cor; armazenagem.



ABSTRACT

Master Dissertation
Post-Graduate Program in Food Science and Technology
Federal University of Santa Maria, RS, Brasil

LEARNING ABOUT COLOR CHANGE AND CHLOROPHYLL DEGRADATION
DURING STORAGE OF “ERVA-MATE CHIMARRAO”

AUTHOR: Gisela Cabral Malheiros
ADVISER: Profa. Dra. Luisa Helena Rxchecki Hecktheuer
Santa Maria, February 12", 2007

llex paraguariensis A. St.-Hill., popularly known as erva-mate (Portuguese) or yerba-mate
(Spanish), is a native species of the subtropical region of South America, and it is raw
material for the product also named erva-mate or yerba mate, consumed mainly under an
infusion form called chimarrdao (Portuguese) or mate (Spanish). Among the sensorial
attributes of erva-mate chimarrdo type, color is the first criteria used by consumers to
measure its acceptability. The green color of erva-mate is due the presence of chlorophyll.
Expressive chlorophyll losses occur during processing and storage of erva-mate, but the
mechanisms and products formed are not well known yet. There are many possible
pathways for the chlorophyll degradation, because it is sensitive to pH, enzymes, oxygen,
temperature and light, and the rate of reactions are determined by the water activity of the
food. The aim of this work was to evaluate the color and chlorophyll changes and to verify
their causes during storage of erva-mate chimarrdo type under ambient conditions, in the
most common packaging materials. Samples of erva-mate chimarrdo type, conditioned in
laminated flexible film or paper, were stored in a chamber (25° C; relative humidity 75%), and
analyzed at seven moments (0, 2, 4, 6, 8, 10 and 12 weeks of storage). The physical-
chemistry analyses were: moisture, water activity, pH, TBARS and residual activity of
peroxidase; quantification of chlorophyllian pigments (chlorophyll and pheophytin);
instrumental color analysis by tristimulus colorimetry (obtaining L*, a*, b*, AE*, h° and C*).
The results showed that the storage time and the kind of packaging significantly influenced
all the items analyzed, except peroxidase, which did not present any residual activity. The
analysis of chlorophyllian pigments presented controversial results, but their degradation was
verified. Inside the paper package, the main erva-mate color changes were h° reduction
(from the initial green to a more yellow green), L* reduction (darkening) and C* reduction
(loss of color brightness, from bright-green to a more opaque green). Inside the laminated
package, the main color changes were h° reduction (from the initial green to a more yellow
green, but less accentuated than the paper package), L* increase (whitening) and C*
reduction (loss of color brightness, from bright-green to a more opaque green, more
expressive than the paper package). It was concluded that the color change was probably
influenced by oxidation as well as by pheophytinization of chlorophyllian pigments in erva-
mate chimarrdo type, and the predominant chlorophyll degradation reactions were
pheophytinization inside the paper package and pheophytinization and oxidation inside the
laminated package.

Key words: erva-mate; llex paraguariensis; chimarrao; chlorophyll; color; storage.
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1. INTRODUCAO

A llex paraguariensis A. St.-Hill. (Aquifoliaceae), conhecida popularmente
como erva-mate, € uma espécie nativa da América do Sul e tem sua area de
ocorréncia natural restrita a trés paises: Brasil, Paraguai e Argentina. Cerca de 80%
da area de ocorréncia pertence ao Brasil, distribuindo-se entre os estados do
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo. A
regiao sul € a maior produtora, além de consumidora, devido a tradicao do chimarrao
(Parana, 2000).

O chimarrdao é a forma mais difundida de consumo da erva-mate, o qual é
uma infusdo a quente das folhas e ramos processados e é bebido em cuia de
porongo (Nietsche, 2000), o recipiente tipico desta cultura. Na América do Sul,
aproximadamente 30% da populacédo ingere mais de 1 litro/dia desta bebida (Filip,
2000). A cultura de utilizacdo da erva-mate, descoberta pelos indios e
posteriormente adotada pelos colonizadores, representa uma expressao cultural
forte nas regides onde € nativa (Pasinato, 2004).

Além da importancia cultural, diversos estudos tém comprovado os beneficios
a saude proporcionados pelo consumo de bebida a base de erva-mate. Schinella
(2000) investigou as propriedades antioxidantes de um extrato aquoso de llex
paraguariensis e concluiu que a ingestdo desses extratos poderia ser um meio
efetivo e econbmico de suprir quantidades significativas de antioxidantes,
aumentando as defesas do organismo humano contra o ataque de radicais livres.
Filip (2000) observou que a atividade antioxidante da [ paraguariensis era
preservada sob a forma de bebida. Gugliucci & Stahl (1995) e Gugliucci (1996)
observaram que extratos de /. paraguariensis causaram uma diminuicdo na oxidacao
da lipoproteina humana de baixa-densidade (LDL), em ambos os sistemas in vitro e
in vivo. Estes e outros efeitos benéficos a salude humana corroboram para a
expansdao do consumo de bebidas a base de erva-mate, o que exige maiores
investimentos do setor ervateiro.

Para Campos (1996), o desenvolvimento tecnolégico da erva—mate e
derivados requer investimentos em pesquisa, modernizacdo e otimizacdo dos

processos de producédo, bem como a busca de uma maior qualidade e diversificacao
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de produtos, para que dessa forma possa ocorrer a prospec¢ao de novos mercados,
nacionais e internacionais.

O controle de qualidade da erva-mate €& basicamente empirico e pouco
especifico, deixando lacunas (Kanzig, 1995). Exemplo disso € o indice de qualidade
mais importante para os consumidores brasileiros deste produto: a cor verde. A
instabilidade da cor verde-brilhante da erva-mate durante a armazenagem é um
grande problema, mas ainda é pouco esclarecida.

Na tentativa de ofertar um produto de melhor qualidade, o industrial ervateiro
tem utilizado diferentes tipos de embalagem e, gradualmente, tem diminuido a vida-
de-prateleira da erva-mate, sendo necessario o recolhimento do produto
disponibilizado na géndola do supermercado. No entanto, este recolhimento gera um
grande custo para o setor ervateiro (Santos, 2004), o que requer pesquisas para
estudar os mecanismos de alteracao da cor nas diferentes embalagens utilizadas,
para que se possa controlar ou minimizar os seus efeitos.

A cor verde da erva-mate deve-se a presenca de clorofila. A intensidade do
verde tem relagdo direta com a concentracdo desse pigmento (Morawicki et al,
1999). Estudos tém revelado que ocorrem perdas expressivas de clorofila no
processamento (Schmalko & Alzamora, 2001) e também na armazenagem (Santos,
2004) da erva-mate, porém o mecanismo e produtos formados ainda nao sao
conhecidos. Existem diversos caminhos possiveis para a degradagédo da clorofila,
pois ela € sensivel ao pH, enzimas, oxigénio, temperatura e luz, e a velocidade das
reacbes é determinada pela atividade de agua do alimento (Lajolo et al, 1971;
Schwartz & Lorenzo, 1990; Bohn & Walczyk, 2004).

Atividade de agua, pH, enzimas e oxidagao sao os fatores intrinsecos de um
alimento que podem provocar alteragdo da clorofila durante armazenagem, e a
embalagem determina se estes fatores podem ser modificados pelo ambiente ou
nao. Luz e temperatura sao fatores extrinsecos, mas se a temperatura for controlada
e a luz blogueada, entao é possivel avaliar somente o efeito dos fatores intrinsecos
sobre a degradacéao da clorofila, a uma dada temperatura, em um dado alimento.

Sendo assim, o objetivo geral deste trabalho foi incrementar os
conhecimentos sobre a alteracdo da cor e dos pigmentos clorofilicos durante a
armazenagem do produto erva-mate tipo chimarrdo, nos dois principais tipos de

embalagem utilizados comercialmente. Foram objetivos especificos:
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1. Avaliar a influéncia da embalagem e do tempo na variacdo de umidade,
atividade de agua, pH, enzimas e oxidagdo durante armazenagem de erva-mate em
condi¢cées ambientais;

2. Avaliar a influéncia da embalagem e do tempo na variacdo da concentracao
de pigmentos clorofilicos (clorofila e feofitina) durante armazenagem de erva-mate
em condi¢cdes ambientais;

3. Avaliar a influéncia da embalagem e do tempo na variacdo da cor, medida
instrumentalmente, durante armazenagem de erva-mate em condi¢gdes ambientais;

4. Investigar a existéncia de correlacdo entre os agentes de degradacdo da
clorofila e a perda de cor e pigmentos clorofilicos nas embalagens e condigdes de
armazenagem estudadas a fim de elucidar possiveis mecanismos de degradacao da

clorofila e alteragdo da cor na erva-mate durante armazenagem.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Erva-mate

A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hill.) é uma arvore perene nativa da
América do Sul, pertencente a familia Aquifoliaceae (Santos, 2004). A altura da erva-
mate € variavel; quando cultivada varia de 3 — 5 m, porém, na floresta pode alcancar
25 m de altura. As folhas apresentam limbo obovado e comumente tém de 5 cm a 10
cm de comprimento por 3 cm a 4 cm de largura (Carvalho, 1994). A area de
ocorréncia natural compreende o Noroeste Argentino, Leste do Paraguai e regiao
Sul do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Em menor quantidade,
aparece também no Mato Grosso do Sul e em reduzidos nichos de ocorréncia de
Araucaria angustifolia em Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Carvalho,
1994; Pasinato, 2004).

@ Arei mdural de acorréneia
de erva mate
| Missiones - Arpenting

PParipani

Figura 1 — Area natural de ocorréncia de erva-mate. Fonte: adaptado de Rotta &
Oliveira, 2005.

O nome erva-mate pode ser atribuido tanto a planta, que fornece as folhas e
ramos como matéria-prima, quanto ao produto, utilizado para o preparo de bebidas.
O produto erva-mate é constituido exclusivamente pelas folhas e ramos de llex
paraguariensis, obtido por processo de secagem e fragmentagdo destinado ao
preparo de "chimarrao" ou "terer€", podendo ser adicionado de agucar. O produto
deve ser designado de "Erva-Mate" ou "Mate", podendo ser seguido da(s)

expressao(des) "chimarrao" e ou "tereré", conforme a finalidade de uso. Se
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adicionado de acucar, deve ser designado de "Erva-Mate com Acucar" ou "Mate com
Acucar" (Brasil, 2005).

2.1.1. Formas de uso

A cultura de utilizacdo da erva-mate € antiga na regidao Sul do Brasil, tendo
sido descoberta pelos indios e utilizada posteriormente pelos colonizadores,
representando uma expressao cultural forte na regidao (Pasinato, 2004).

O consumo do produto esta atrelado a tradicdo de se tomar chimarrao, cha ou
derivados, sendo os estados do Parana e Rio Grande do Sul os tradicionais
consumidores de chimarrdo, de forma que cerca de 80% do consumo de erva-mate
€ sob a forma dessa bebida. J4 a regido do Mato Grosso do Sul demanda e aprecia
mais o cha mate e o tereré (Parana, 2000).

O chimarrdao constitui-se na principal infusdo feita a base de erva-mate
triturada, com ampla difusdo na Argentina, Paraguai, Uruguai e sul do Brasil. Para o
consumo tradicional, utiliza-se um recipiente de volume variavel, denominado cuia,
em que s&o acomodadas a erva-mate e uma bomba, sendo esta um cilindro metalico
que filtra a infusdo no seu extremo inferior. “Tomar chimarrdo” constitui-se na succ¢ao
(pelo outro extremo da bomba) do extrato obtido pela sucessiva adicdo de agua
quente (70° a 90°C) a erva-mate $abbatella et al, 2006).

Diferente do chimarrdo, que é uma infusdo a quente, o tereré é uma infusao a
frio, preparada a partir de um produto diferenciado de folhas de erva-mate, as quais
sdo trituradas de forma mais grosseira (Andrade et al, 1999 apud Pasinato, 2004).
As infusdes quentes permitem a extracao quase completa dos componentes sollveis
em agua, porém na infusdo a frio (tereré) a extracdo dos componentes solluveis €
menor em relacao a infusdo a quente (Parana, 2000).

A importancia da cultura do chimarrdo para o Rio Grande do Sul foi
formalizada através da promulgacao da Lei n® 11.929, de 20 de Junho de 2003, a
qual institui o chimarrdo como “bebida simbolo” do Estado do Rio Grande do Sul (Rio
Grande do Sul, 2003). Além do mais, por ter sido esteio econdmico da Revolugao
Farroupilha, a erva-mate passou a ser, desde entdo, representada na bandeira do
Rio Grande do Sul (Linhares, 1969 apud Pasinato, 2004).

2.1.2. Situacao do setor ervateiro no Brasil
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O setor ervateiro ainda depende quase que exclusivamente da
comercializacdo da erva-mate na forma de chimarrdo (Rucker et al, 2003), o que
limita 0 mercado as regides onde € produzida. Estudos tém sido conduzidos com o
intuito de identificar rotas alternativas para a aplicagdo da erva-mate, visando
agregar valor a essa importante matéria prima regional (Valduga, 1994 apud Ceni,
2005). Segundo o Anuario Brasileiro da Erva-Mate (1999), ha um campo enorme
para crescimento do consumo da erva-mate, tanto no Brasil como no exterior.

Além de serem utilizadas para preparo de bebidas, as folhas da erva-mate
constituem-se em matéria-prima para corante natural, antioxidantes, cosméticos e

medicamentos (Pasinato, 2004), entre outros, conforme o Quadro 1.

Aplicacao .. e o

. : -pri merciai Form iliz.

industrial Sub-produtos comerciais orma de utilizacao

_ Chimarrao, tereré, cha mate Infusdo quente ou fria

Bebidas : — —
Refrigerantes, sucos, cerveja, vinho Extrato de folhas diluido
Corante natural, conservante alimentar

Insumos de . . .

alimentos Sorvete; balas, bombons e caramelos;|Clorofila e dleo essencial

chicletes e gomas

Extrato de cafeina e

Estimulante do sistema nervoso central .
teobromina

Medicamentos
Compostos para tratamento de hipertensao,

bronquite e pneumonia Extrato de flavondides

Bactericida e antioxidante hospitalar e

doméstico; esterilizante; emulsificante Extrato de saponinas e 6leo

essencial

Higiene geral
Tratamento de esgoto; reciclagem de lixo
urbano

Produtos de Perfumes, desodorantes, cosméticos, | Extrato de folhas seletivo e
uso pessoal sabonetes clorofila

Quadro 1 — Aplicacoes industriais e usos alternativos para a erva-mate. Fonte:
Anuario Brasileiro da Erva-Mate, 1999.

A erva-mate pode ser produzida em dois sistemas distintos, os ervais
plantados e os ervais nativos. Além dessa variacao, os ervais plantados diferem
entre si em fungédo do espacamento de plantio adotado e/ou da presenca de culturas
agricolas intercaladas (Duarte, 2000 apud Mendes, 2005).
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A regidao Sul do Brasil responde pela maior parte da produgdo nacional,
ficando o restante para o Mato Grosso do Sul, conforme a Tabela 1. No Parana, a
maior parte da matéria prima provém de ervais nativos. O Rio Grande do Sul tem a
maior parte da producao representada por ervais plantados (IBGE, 2001 apud Lang,
2005; Pasinato, 2004).

Tabela 1 — Producao extrativista de folhas de erva-mate no Brasil no ano de

2005.
Estado Producao (1) Participacao na producao
nacional (%)

Parana 139.657,0 58,5
Santa Catarina 61.635,0 25,8
Rio Grande do Sul 37.173,0 15,6
Mato Grosso do Sul 404,0 0,2
Total 238.869,0 100,0

Fonte dos dados: IBGE, 2005.

Devido a uma série de fatores — tecnoldgicos, econémicos e legais — a
atividade ervateira nas diversas regides produtoras tem passado por um momento
de transicdo preocupante. Maiores investimentos em pesquisa, em avaliacdo de
custos dos diferentes sistemas produtivos e em capacitacdo de mao de obra séo
algumas das solucdes apontadas para as dificuldades vividas atualmente pelo setor
ervateiro (Rucker et al, 2003).

Um dos problemas enfrentados pelo setor esta relacionado a qualidade
sensorial da erva-mate. Com vistas a ofertar um produto padronizado de acordo com
0 gosto do consumidor de chimarrdo, o industrial ervateiro tem utilizado diferentes
tipos de embalagem e também tem diminuido a vida util da erva-mate, sendo
necessario o recolhimento do produto disponibilizado na géndola do supermercado.
No entanto, esse recolhimento gera um grande custo para o setor ervateiro, o que
exige investimento em pesquisa para buscar um maior conhecimento sobre a vida-

de-prateleira da erva-mate (Santos, 2004).

2.1.3. Processamento da erva-mate
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Ha mais de um século o setor ervateiro ndo passa por um periodo de grandes
inovacoes (Rucker et al, 2003). Ainda hoje, sdo encontradas unidades que
empregam tecnologia tradicional, com predominio de equipamentos manuais.
Entretanto, atualmente grande parte da erva-mate comercializada é originaria de
unidades dotadas de equipamentos mecanicos (Anuario Brasileiro da Erva-Mate,
1999).

O processo agroindustrial do produto agricola erva-mate no Brasil esta
estruturado sobre dois ciclos: cancheamento e beneficiamento. O ciclo do
cancheamento se constitui por trés etapas: sapeco (branqueamento), secagem e
cancheamento (trituragao), resultando na erva cancheada. O ciclo do beneficiamento
se resume em trés operagdes fundamentais: retificagdo da umidade (por secagem),
separacao (folhas e palitos) e mistura (formacédo dos tipos especiais de erva-mate
para comercializacao) (Parana, 2000). As principais etapas do processamento da

erva-mate tipo chimarrdo estdo resumidas no fluxograma da Figura 1.

(" coera )
Il

C Transporte )
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((_sweco )
L

(secarem )

CBeneficiamento)

Figura 2 — Fluxograma do processamento da erva-mate tipo chimarrao.

2.1.3.1. Colheita
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Na colheita retira-se em torno de 70% de galhos e folhas de cada erveira,
permanecendo 30% para manter a estrutura e acelerar a recuperagéo da arvore. O
periodo ideal de colheita da erva-mate (safra) € de maio a setembro, se
concentrando nos meses de junho a agosto (de Andrade, 1999 apud Lang, 2005).
Porém, visando o abastecimento do mercado durante todo o ano, uma parte dos
produtores de erva-mate efetua a colheita durante os meses de verao, periodo em
que a planta esta em pleno desenvolvimento. Os impactos da safrinha, como é
chamada, sobre a planta, ainda séo discutidos (Rucker et al, 2003).

2.1.3.2. Sapeco

O sapeco consiste do contato rapido dos ramos e folhas da erva-mate com
chamas de fogo. Na sua forma rudimentar, é realizado manualmente junto ao fogo e
consiste na passagem rapida dos ramos com folhas sobre as chamas de uma
fogueira de lenha, especifica para este fim. O sapeco mecanico é um tratamento
térmico realizado em cilindro metalico rotativo, onde a temperatura média da erva na
entrada do sapecador é de 400 °C e na saida é de 65°C. O tempo de residéncia
oscila em torno de 8 minutos (Parana, 2000; Mendes, 2005).

O sapeco da erva-mate tem por finalidade a reducdao da umidade e a
inativacdo de enzimas, que conferem as folhas verdes alteracées da cor, sabor e
aroma (Valduga, 1995). Em virtude disso, tal processo deve ser realizado logo apds
a colheita, a fim de evitar a perda de qualidade dos ramos e folhas da erva-mate, em
decorréncia da degradagao desse produto (Parana, 2000). Um tratamento térmico
ineficiente ou excessivo nessa etapa prejudicaria a qualidade do produto, pois por
um lado permitiria uma acao residual das enzimas (principalmente peroxidases), e

por outro produziria uma queima no produto (Xander et al, 2000).

2.1.3.3. Secagem

A operacgao de secagem da erva-mate € feita no carijo ou barbaqua ou ainda
em secadores mecanicos. No carijo, processo primitivo, as chamas atuam
diretamente sobre a erva, enquanto que no barbaqua, o material recebe o calor

através de um canal subterraneo, na entrada do qual é colocada uma fornalha
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(Mendes, 2005). Existem dois tipos de secadores mecanicos: rotativo e de esteira. O
tempo de residéncia e a temperatura média da erva variam entre eles. No secador
de esteira, o tempo médio é de 3 horas e a temperatura varia entre 90 e 110°C. No
secador rotativo, o produto permanece em contato direto por aproximadamente 30
minutos. No entanto, na entrada do secador a temperatura média € de 350°C e na
saida 110°C Esmelindro et al, 2002).

O material entra no secador com uma umidade média de 25% e sai com
aproximadamente 5% de umidade (Valduga et al, 2003). A funcdo da secagem na
erva-mate esta em reduzir a umidade. O excesso de agua pode ocasionar
deterioracao microbioldgica e a degradacao enzimatica dos constituintes nutricionais
e quimicos do produto (Parana, 2000), além de acelerar outros processos de
deterioracao.

2.1.3.4. Cancheamento

O cancheamento consiste na trituracao da erva apds o processo de secagem.
Este pode ser feito por meio de um triturador de madeira dura (ao nivel do produtor),
ou um cancheador metalico (ao nivel da industria). Em seguida, a erva é peneirada e
o material coletado passa a denominar-se erva cancheada. Esse termo é utilizado
devido a producdo da erva-mate cancheada ser realizada em local assoalhado
denominado de cancha, onde a massa foliar é submetida a trituracdo ou
fragmentacao (Costa, 1989). Esta pode ser usada diretamente como matéria-prima
para a producado de chas ou como matéria-prima para engenhos de beneficiamento,
especialmente para a preparacdo de produtos comerciais, como a erva-mate para
chimarrao (Esmelindro, 2002; Mendes, 2005).

2.1.3.5. Beneficiamento

A erva cancheada é peneirada e misturada em proporcdes de folhas e palitos
de acordo com o produto desejado. A erva-mate cancheada € armazenada em
sacos, tulhas ou a granel, quando destinada ao mercado interno, tendo como tempo
de armazenagem de trés a quinze dias. Se destinada a produgao de erva-mate para

chimarrdo, apds a mistura, a erva-mate é moida para reduzir a granulometria do
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material, utilizando moinho de facas ou soque (Valduga et al, 2003 apud Santos,
2004).

2.1.4. Embalagens utilizadas para a erva-mate

Alimentos desidratados alteram-se durante a armazenagem devido
principalmente a perdas de vitaminas e pigmentos, reacées de escurecimento,
degradacoes oxidativas, alteracées de sabor e aroma e modificacées na textura. A
embalagem tem o poder de estender a vida-de-prateleira desses alimentos, devido a
sua capacidade de protecao de fatores ambientais como luz, vapor de agua, gases e
odores. Dessa forma também mantém o alimento microbiologicamente saudavel e
preserva suas caracteristicas sensoriais, além de proporcionar facil manuseio e
fornecer informacgdes ao consumidor (Jayaraman & Das Gupta, 1995; Man & Jones,
1999).

A embalagem para erva-mate tipo chimarréo tradicionalmente mais utilizada é
a que associa papel kraft e monolucido. Ela é constituida de duas camadas, sendo a
externa para impressao gréfica e a interna como barreira a gordura, apresentando
alta permeabilidade a gases e ao vapor d’agua. De acordo com relatos das
industrias processadoras de erva-mate, sua vida util nesta embalagem nao é maior
que 45 dias. Dessa forma, as industrias sao obrigadas a retirar o produto das
gbndolas dos supermercados, por ndao apresentar a qualidade requerida pelo
consumidor. Como alternativa, o industrial ervateiro tem utilizado diferentes tipos de
embalagem, como os filmes flexiveis laminados metalizados (Santos, 2004), que sao
plasticos cada vez mais utilizados na embalagem de alimentos.

As principais vantagens dos plasticos s&o sua grande diversidade e gama de
propriedades, leveza, relativo baixo custo e versatilidade. As principais
desvantagens sao n&o proporcionar uma barreira absoluta para gases e vapores e a
possibilidade de interagir com o alimento embalado (Man & Jones, 1999).

Um Unico polimero € freqlientemente incapaz de oferecer todas as
propriedades necessdrias para criar caracteristicas de barreira adequadas. Isso
gerou a necessidade de estruturas multicamadas e técnicas como a laminacéao, a
qual consiste na associacdo de plastico com aluminio ou papel, originando os
laminados. Os filmes flexiveis laminados metalizados sédo constituidos de polimeros

especificos com adicional processo de metalizacdo. A metalizacdo € um processo
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que permite a aplicagdo sobre um filme flexivel de uma camada muito fina (10-
100nm) e uniforme de um metal, normalmente o aluminio. Isso aumenta
expressivamente as propriedades de barreira a luz e ao oxigénio, estendendo a
vida-de-prateleira do produto (Man & Jones, 1999; Santos, 2004). Os filmes flexiveis
mais freqlientemente utilizados para erva-mate sdo associacées de polietileno de

baixa densidade com polipropileno, submetidos a metalizagdo com aluminio.
2.2. Cor

Aparéncia € um dos principais atributos de qualidade, pois é a primeira
impressdo que um consumidor tem de um dado alimento. E um termo abrangente
que envolve tamanho, forma, textura, massa, briho, cor e outros. Cor, como um
aspecto da aparéncia, tem de estar dentro de uma faixa esperada para aceitacao do
alimento. Se a cor é inaceitavel, outros aspectos sensoriais, como sabor e textura,
provavelmente nem chegardo a ser julgados (Francis, 1995).

Estudos cientificos tém mostrado que a cor do produto afeta a percepcao de
outros atributos, como aroma, gosto e sabor. Em estudos com bebidas de frutas, a
cor afetou significativamente a percepcado de intensidade de sabor, geralmente
aumentando com o aumento da cor, mesmo para amostras sem sabor (Clydesdale,
1993; Lawless & Heymann, 1999).

Além de influenciar outras caracteristicas sensoriais, e dessa forma,
aceitabilidade, escolha e preferéncia, a cor ha muito tempo tem sido utilizada como
um indicador dos processos dinamicos ocorrendo em um produto (Francis, 1995). A
seguranca de um alimento também é avaliada pelos consumidores através desse

parametro (Clydesdale, 1993).
2.2.1. Definicéo

Fisicamente, cor é a percepcdo que resulta da deteccdo da luz depois que
esta interagiu com um objeto. A cor percebida de um objeto é afetada por trés
fatores: a composicao quimica e fisica do objeto, a composicao espectral da fonte de
luz que ilumina o objeto e a sensibilidade dos olhos do observador. Uma mudanca
em qualquer desses fatores pode alterar a cor percebida (Lawless & Heymann,
1999).
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Os comprimentos de onda na porgao visivel do espectro eletromagnético (ver
Quadro 2) ndo absorvidos pelo objeto sao refletidos e estes sdo captados pelo olho
humano. Apds o impacto dos comprimentos de onda especificos nas células da
retina, estas enviam um sinal via nervo Optico para o cérebro, o qual interpreta a
resposta em termos do que ndés chamamos de cor (Francis, 1995; Lawless &
Heymann, 1999).

Cor Faixa de comprimento de onda (nm)
Violeta 380-400
Azul 400-475
Verde 500-570
Amarelo 570-590
Laranja 590-700
Vermelho 700-770

Quadro 2 — Porcao visivel do espectro eletromagnético. Fonte: Lawless & Heymann,
1999.

As células da retina responséaveis pela captacdo da luz sdo os cones e 0s
bastonetes. Esses sdo sensiveis ao branco e ao preto, mesmo a baixissimas
intensidades de luz. Os cones, por sua vez, sdo as células que decodificam a cor de
um objeto, operando a altas intensidades de luz. Existem trés tipos de cones —
vermelho, verde e azul —, que diferem entre si na sensibilidade aos comprimentos de
onda da luz visivel, o que ocorre devido a presenca de pigmentos nessas células
(Francis, 1995; Lawless & Heymann, 1999).

2.2.2. Medicao instrumental da cor

Técnicas de medigcao instrumental de cor costumam ser rapidas e simples e
sdo usadas na pesquisa na area de alimentos com o propésito de obter valores
objetivos de cor (Berset & Caniaux, 1983). Diversos estudos ja& demonstraram altas
correlacbes estatisticas entre os parametros de cor obtidos pelos métodos
instrumentais e a concentragdo de pigmentos e a andlise sensorial (Berset &
Caniaux, 1983; Steet & Tong, 1996; Sinnecker et al, 2002; Schmalko et al, 2005).
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Um dos métodos disponiveis mais importantes é o sistema de colorimetria
tristimulus na qual sinais de uma amostra por reflexdo ou transmissdo sé&o
convertidos em unidades relacionadas a maneira como o olho humano vé a cor. Um
colorimetro tristimulus contém geralmente trés combinacdes de filtro-fotocélula as
quais imitam as respostas dos cones vermelhos, verdes e azuis do olho (Francis,
1995).

Os valores obtidos pelo equipamento sdo convertidos em relacdes
matematicas para descrever a cor, chamados sistemas de cor. Diversos sistemas de
cor foram desenvolvidos e regulamentados pela CIE (Commission Internationale de
I'Eclairage, ou seja, Comissao Internacional de lluminacdo). Independente do
sistema adotado, os dados sdo projetados em um sélido de cor tridimensional,
denominado espaco de cores. “Medir a cor” significa “localizar a cor”, em termos de
coordenadas, dentro de um espacgo de cores (Francis, 1995; Lawless & Heymann,
1999).

2.2.2.1. Sistema CIELAB

Em 1976, com a intencdo de estabelecer um padrdo, a CIE recomendou a
utilizacao da escala de cor CIE L*a*b* (ou CIELAB). O sistema de cor CIELAB mais
proximamente representa a sensibilidade humana para cor, pois é a escala de cor
mais uniforme e linear. Em uma escala de cor uniforme, distancias iguais entre dois
pontos no grafico correspondem a diferengcas igualmente percebidas pelo olho
humano (Minolta, 1991; Hunterlab, 1996).

O espaco de cores CIELAB é organizado em coordenadas retangulares
cartesianas, conforme a Figura 3. O eixo L* vai do topo a base, sendo que o valor
maximo de L* é 100 (branco) e o minimo € zero, o qual representa o preto. Os eixos
a* e b* ndo tem limites numéricos especificos, de forma que o vermelho é
representado por +a e o verde por —a; o amarelo como +b e o azul —b (Hunterlab,
1996; Lawless & Heymann, 1999).
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branco
L =100
amarelo
+b*
vermelho
verde <« +a*
-a*
azul -b*
preto
L=0

Figura 3 — Diagrama representando o espaco de cores CIELAB. Fonte: adaptado de
Hunterlab, 1996.

A diferenca total de cor (AE*) é um parametro que pode ser calculado a partir
de L*a*b*. O AE* concentra as diferencas entre L*, a* e b* de duas amostras em um
anico valor numérico. Esta varidvel, a qual é calculada pela formula 1, foi
desenvolvida para se aproximar de uma diferengca perceptivel ao olho humano

(Lawless & Heymann, 1999).

AE* = J(AL*)* + (8a*)* +(Ab*)” M

2.2.2.2. Sistema CIELCH

Apesar de CIELAB ser o sistema padrdo, outros sistemas podem ser
adotados para facilitar a comparacao ou a compreensao de cores. O sistema de cor
L*C*h° (L* =lightness; C* = chroma; h® =hue angle) utiliza coordenadas cilindricas
em vez de coordenadas cartesianas. Conforme a Figura 4, L* é a luminosidade, C* &
o croma (ou indice de saturacao) e h° é o angulo de matiz Minolta, 1991).

Neste espaco de cores, uma cor especifica é descrita como um ponto no
espaco tridimensional matiz-luminosidade-croma, o que € compreendido de forma

mais intuitiva pelo cérebro humano. O angulo de matiz é o que tipicamente o
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consumidor refere-se como a cor do objeto (verde, por exemplo). A luminosidade é
também chamada de brilho do objeto (verde escuro ou claro). Croma é a quantidade
pela qual um dado matiz desvia do cinza neutro (verde puro ou verde acinzentado).
O croma de um angulo € imaginado como uma linha de matiz constante que parte do

centro da esfera em diregéo a borda (Lawless & Heymann, 1999).

90°
amarelo
luminosidade :
angulo de ‘

angulo de
matiz (h°)

o« Oo
\' h* vermelho
P +a

Figura 4 — Diagramas de representacao do espaco de cores CIELCH:
disposicao tridimensional, mostrando as coordenadas L*, C* e h°
(A) e disposicao bidimensional, mostrando as coordenadas C* e
h° (B).Fontes: (A) adaptado de Hunterlab, 2001 e (B) adaptado de Zielnik, 2006.

A luminosidade da cor de um objeto indica a relagdo entre luz refletida e
absorvida, sem levar em consideracao o comprimento de onda especifico envolvido.
O angulo de matiz é a percepcéao da cor, a qual resulta da absorgéo e reflexdo dos
comprimentos de onda da energia radiante pelo objeto. O croma (saturacdo ou
brilho) da cor indica quanto uma dada cor difere do cinza (Lawless & Heymann,
1999).

Os parametros de cor do sistema CIELCH s&o obtidas matematicamente a

partir das coordenadas do sistema CIELAB, por meio das formulas 2 a 6:
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L*=L" 2)

o - @)+ @) *

h° =tan-1 (b*/a*), quandoa*>0e b*>0 @

h° =180° #an-1 (b*/a*), quando a* < 0 (5)

h° =360° #an-1 (b*/a*), quandoa*>0eb* <0 (6)

2.2.3. A cor da erva-mate

Dentre os atributos sensoriais da erva-mate, a cor constitui o primeiro critério
utilizado pelo consumidor para aceitabilidade da qualidade do produto (Rucker,
2000). Os paises Brasil e Argentina, como maiores consumidores de erva-mate,
apresentam diferentes preferéncias quanto a cor. Os argentinos consomem
geralmente um produto com cor verde-oliva a amarelo-dourado, enquanto os
brasileiros preferem um tom verde-brilhante (Morawicki et al, 1999; Galeano et al,
2006).

A cor verde da erva-mate esta relacionada a concentracdo de clorofila. No
entanto, cada etapa do processamento é responsavel pela reducdo deste
componente. No decorrer do processamento, € 0 sapeco que provoca maior
variacdo na concentragédo de clorofila. Porém, na armazenagem, a erva-mate perde
consideravel porcentagem do pigmento (Morawicki et al, 1999).

Para Valduga et al (2005), o fator tempo influenciou significativamente na
degradacao da cor, determinada por método instrumental. A andlise sensorial de cor
concordou com a andlise fisico-quimica, revelando que o tempo de armazenagem
interferiu significativamente neste aspecto. Outros estudos em erva-mate verificaram
perda de cor e degradacgéo da clorofila durante armazenagem, observando influéncia
da temperatura e da atividade de agua sobre a velocidade de reacao (Morawicki et
al, 1999; Schmalko et al, 2005).

Segundo Santos (2004), a erva-mate tipo chimarrao, disponivel no mercado,
apresenta maior percentagem granulométrica de pdé moderadamente fino
(classificacdo segundo a ABNT, a Associacao Brasileira de Normas Técnicas), o que
€ requerido pelo seu uso tradicional. A reduzida granulometria da erva-mate resulta
numa grande darea de superficie do material, a qual propicia problemas de
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estabilidade devido a absorcdo de umidade e ao favorecimento de reacdes
oxidativas. Estes processos podem estar intimamente ligados com a perda de cor
durante a armazenagem de erva-mate, o que ja foi sugerido para outros vegetais
(Lajolo & Lanfer-Marquez, 1982; King et al, 2001).

O escurecimento ndo-enzimatico (reacdo de Maillard) também pode afetar a
cor da erva-mate, tendo em vista que € um problema freqlente na armazenagem de
vegetais desidratados. Esse fenbmeno caracteriza-se por reagdes muito complexas
que levam a formacao de pigmentos escuros e modificacbes de odor e sabor nos
alimentos. O desenvolvimento dessas reacbes é influenciado pelos tipos de
acucares e aminas presentes, pH, temperatura e atividade de agua (Cheftel &
Cheftel, 1992; Jayaraman & Das Gupta, 1995).

2.3. Clorofila

Os pigmentos verdes dos organismos fotossintéticos sdo conhecidos
coletivamente como clorofilas, ou simplesmente “clorofila”, os quais encontram-se
nas células vegetais fotossintetizantes em organelas chamadas cloroplastos
(Schwartz & Lorenzo, 1990). A clorofila é o pigmento mais largamente distribuido na
natureza (Nollet, 1996). E também o principal pigmento absorvedor de luz da
fotossintese, a qual consiste num processo metabdlico fundamental a todos os
organismos vivos (Lehninger, 1976).

Os cloroplastos das plantas superiores sempre contém dois tipos de clorofila:
clorofila a e clorofila b. Comumente, a razdo molar entre clorofila a e b em plantas
superiores é de aproximadamente 3:1. Embora ambas sejam verdes, os seus
espectros de absorcdo sdo ligeiramente diferentes, de maneira que para o olho
humano a clorofila a apresenta uma tonalidade verde-azulada, e a clorofila b, verde-
amarelada (Schwartz & Lorenzo, 1990; Lehninger et al, 1995; Steet & Tong, 1996).

Quimicamente, a molécula de clorofila € uma porfirina. Porfirina € qualquer
pigmento tetrapirrdlico macrociclico, na qual os anéis de pirrol formam um circuito
conjugado fechado. Na clorofila, os atomos de nitrogénio dos grupos pirrol estdo
coordenados com um atomo de magnésio central (Figura 5). A molécula ainda
contém um anel isociclico, que compartilha dos carbonos 13, 14 e 15 do anel
tetrapirrdlico, além de um residuo acido propiénico na posicao 17. O ultimo dos trés
carbonos do acido € geralmente esterificado com uma porgéo fitol, uma longa e
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hidrofébica cadeia alcool, com 20 carbonos. A clorofila b difere da clorofila a pela
presenca de um residuo aldeido ao invés de um grupo metila na posicao 7. Clorofila
¢ e protoclorofila sdo formas que diferem das anteriores, porém estdo presentes

somente em algas (Nollet, 1996; Fennema, 2000; Schoefs, 2002).

Clorofila a: R = CH3
Clorofila b: R = CHO

P8 P10 Pl2 P14 P16

7 P9 11 P13 P15

1
ot o1yl P15

Figura 5 — A molécula de clorofila, com o sistema de humeracao mais utilizado
atualmente. Fonte: adaptado de Hyvarinen & Hynninen, 1999.

O fato de os pigmentos clorofilicos apresentarem um circuito fechado de
ligacbes duplas conjugadas lhes permite a absorcdo de luz. Os espectros de
absor¢éo da clorofila a e da clorofila b em solventes orgéanicos revelam a presenca
de duas bandas distintas, uma no vermelho e outra no azul, com pequenas
diferencas entre elas. Modificacbes quimicas que nao afetam o croméforo néo
alteram o espectro de absorcao desses pigmentos (Shoefs, 2002).

Os cloroplastos sao organelas das células vegetais nos quais esta localizado
o aparelho fotossintético (Lehninger, 1976). Eles contém um sistema de membranas
chamadas tilacoides, e estas sao freqlentemente conectadas, formando pilhas de
membrana chamadas grana (singular = granum), as quais estdo embebidas no

estroma (Salisbury & Ross, 1991) (Figura 6).
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granum

su.  granum

tilacoides

Figura 6 — Estrutura de um cloroplasto: interpretacao tridimensional do arranjo
das membranas internas de um cloroplasto (A) e micrografia

eletrénica de cloroplasto isolado de folha de cevada (B). Fontes: (A)
adaptado de Spundova et al, 2003 e (B) adaptado de Salisbury & Ross, 1991.

A membrana tilacéide dos cloroplastos é uma bicamada de lipidios composta
principalmente de galactolipidios e minoritariamente de fosfolipidios. Os &acidos
graxos dos lipidios tilacéides sdo basicamente constituidos dos acidos linolénico e
linoléico, os quais dao a membrana tilacéide fluidez peculiar, e assim os compostos
dentro dela sao relativamente moéveis. A clorofila encontra-se encaixada dentro da
membrana e fixada por ligagcdes ndo covalentes a proteinas (Heaton & Marangoni,
1996). Nos complexos pigmento-proteina também estdo presentes carotendides,
que tém importancia vital na protecdo do aparato fotossintético. Eles estao
intimamente associados com a clorofila, de forma a dissipar a energia excessiva
nessas moléculas (Matile, 2000). A longa cadeia lateral da clorofila (fitol) facilita a
associacao com carotendides e lipidios da membrana (Coultate, 1998).

2.3.1. Degradacéao da clorofila
A perda de clorofila causa mudanca de cor nos vegetais, 0 que muitas vezes

esta associado com a perda de qualidade destes quando utilizados como alimentos.
Pela degradacado da clorofila, a cor passa de verde-brilhante para verde-oliva em
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alimentos processados e uma ampla variedade de cores em tecidos senescentes, no
caso de vegetais consumidos in natura (Heaton & Marangoni, 1996).

Em plantas senescentes, a célula regula internamente o catabolismo da
clorofila. Diferentemente, em alimentos processados os fatores ambientais e a
bioquimica celular atuam concomitantemente determinando as rotas de degradacao
do pigmento (Heaton & Marangoni, 1996).

A clorofila é sensivel ao pH, enzimas, temperatura, luz e oxigénio, os quais
tem maior ou menor influéncia na sua degradacdo de acordo com a atividade de
agua do meio (Lajolo et al, 1971; Schwartz & Lorenzo, 1990; Bohn & Walczyk, 2004).
Em virtude disso, a constituicdo do alimento e as condi¢cdes de processamento, bem
como o ambiente de armazenagem, influenciam grandemente no curso da
degradacao da clorofila em alimentos processados (Heaton & Marangoni, 1996;
Morawicki et al, 1999).

A seguir, 0s agentes e 0s respectivos mecanismos de degradagdo da
clorofila serdo elucidados separadamente. O Quadro 3 apresenta os principais
derivados da clorofila.

2.3.1.1. pH

Os ions hidrogénio tém a capacidade de remover facilmente o atomo de
magnésio central e substitui-lo por hidrogénio, transformando irreversivelmente
clorofila em feofitina (Lopez-Ayerra et al, 1998). Acidos presentes no material fresco
ou formados durante o processamento térmico sdo os principais responsaveis pela
reacao de feofitinizacdo (Maharaj & Sankat, 1996).

A feofitinizagdo causa uma dramatica mudanca de cor, de um verde-brilhante
para um verde-oliva, e pode ocorrer sob muitas condicdes de processamento e
armazenagem (Lajolo et al, 1971; Schwartz & Lorenzo, 1990). Em tecidos
bioquimicamente ativos, pode ser formada através da enzima Mg-dequelatase (Roca
et al, 2004).

A velocidade da reacéao de feofitinizacao é geralmente maior que a de outras
rotas de degradacao da clorofila, sendo considerada o mais importante mecanismo
de destruicdo da clorofila durante o processamento e armazenagem de vegetais
(Martins & Silva, 2002). A formacao de feofitina a geralmente é mais rapida que a de
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feofitina b, devido a diferente sensibilidade das respectivas clorofilas aos ions

hidrogénio (Fennema, 2000).

Pigmento Conceito
Feofitinas Derivados da clorofila sem magnésio
Clorofilidas Produtos que contém um &acido propiénico na posicao C-17,

resultante da hidrolise enzimética ou quimica da cadeia fitol

Feoforbideos

Produtos que contém um &acido propiénico na posicao C-17,
resultante da hidrélise enzimatica ou quimica da cadeia fitol e
qgue sao carentes de magnésio

Compostos “piro”

Derivados nos quais o grupo carbometoxila foi substituido por
hidrogénio

Epimeros a' e b’

Isémeros de clorofila nos quais ocorreu epimerizacao do
carbono C-13?

Produtos da oxidacdo do carbono C-13?, os quais apresentam

Alomeros um atomo de oxigénio ligado a este
. Derivados do feoforbideo a resultantes da clivagem do anel
Clorinas o
isociclico
Rodinas Os derivados correspondentes do feoforbideo b
Fluorescent chlorophyll catabolites, ou seja, catabdlitos
FCCs fluorescentes da clorofila; resultantes da clivagem oxidativa da
porfirina entre dois anéis pirrélicos, nao sao coloridos
Nontluorescent chlorophyll catabolites, ou seja, catabdlitos ndo-
NCCs fluorescentes da clorofila; resultantes da degradacgéo dos FCCs,

nao sao coloridos e nao possuem fluorescéncia

Quadro 3 — Nomenclatura e definicao dos principais produtos de degradacao
da clorofila. Fonte: adaptado de Fennema, 2000.

A hidrélise do grupo fitol das feofitinas leva a formagao dos feoforbideos, o

que usualmente ocorre por via enzimatica (Schwartz & Lorenzo, 1990).

2.3.1.2. Enzimas

As enzimas sdo os catalisadores das reacdes que ocorrem nos sistemas

biolégicos (Lehninger et al, 1995). Uma série de enzimas é responsavel pela

degradacao metabdlica da clorofila em vegetais bioquimicamente ativos.
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O catabolismo da clorofila durante a senescéncia, amadurecimento e outros
processos degradativos culmina na acumulacao de produtos incolores (NCCs,
conforme Quadro 3). Uma série de enzimas participa da rota de formacao de NCCs
sendo a primeira e mais conhecida a clorofilase, que defitila a clorofila. Uma
sequéncia de reacdes enzimaticas e ndo-enzimaticas € responsavel por abrir o anel
tetrapirrélico e oxida-lo até produzir os NCCs (Roca et al, 2004).

A enzima clorofilase, presente normalmente nas plantas verdes, € a principal
responsavel pela formacéao das clorofilidas, derivados da clorofila sem a cadeia fitol.
As clorofilidas sdo soluveis em agua, possuem cor verde e tém as mesmas
propriedades espectrais das clorofilas. As clorofilidas que perdem o atomo de
magnésio sao denominadas feoforbideos, que tem a mesma cor e propriedades
espectrais das feofitinas (Wong, 1989). A remocédo do magnésio pode ocorrer por
via quimica ou enzimatica, sendo esta Ultima desencadeada pela enzima Mg-
dequelatase (Matile et al, 1999).

Outro sistema enzimatico, particularmente enzimas oxidativas, tem sido
implicado na degradacédo da clorofila, destacando-se trés enzimas: a) “clorofila
oxidase”, a qual possui atividade dependente de oxigénio e &cidos graxos
insaturados; b) lipoxigenase, que catalisa a oxidacdo da clorofila acoplada a uma
hidroperoxidacao de acidos graxos insaturados; c) peroxidase, que na presencga de
fendis simples catalisa a oxidacao por meio de H>O,. Nao ha acordo, contudo, sobre
o tipo de participacdo dessas enzimas na degradagao do pigmento in vivo e sua
relagdo com a clorofilase (Gandul-Rojas et al, 2004).

2.3.1.2.1. Inativagdo enzimatica

A atividade enzimatica em alimentos processados ndo é desejavel, tendo em
vista que esta pode causar uma série de alteracbes durante a armazenagem, entre
elas a perda de clorofila. Com a finalidade de obter a inativagdo enzimatica, é
comumente aplicado antes do congelamento, secagem ou esterilizacao de vegetais,
um processo conhecido como branqueamento (GlUnes & Bayindirli, 1993).

Segundo Cruz et al (2006), o método mais utilizado no branqueamento de
vegetais é a aplicacao de tratamento de calor, devido a sua capacidade de destruir

microrganismos e inativar enzimas. Contudo, um tratamento térmico inadequado
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pode deixar no produto uma atividade enziméatica residual, a qual é uma das causas
da perda de clorofila em alimentos processados (Martins & Silva, 2002).

Muitas enzimas tém sido sugeridas como indicadoras de um tratamento
térmico suficiente, determinando a eficiéncia do branqueamento. No entanto, a
peroxidase tem sido a mais utilizada, pois é conhecida como sendo a enzima mais
resistente ao calor nos vegetais. Geralmente se aceita que quando a peroxidase é
destruida € muito pouco provavel que outras enzimas ainda estejam ativas (Gékmen
et al, 2005). A peroxidase € uma enzima comumente encontrada nos vegetais, e
pode catalisar um grande numero de reagdes nas quais um peroxido é reduzido

enquanto um doador de elétrons é oxidado (Cruz et al, 2006).
2.3.1.3. Temperatura

A primeira alteragdo observada quando a molécula de clorofila é exposta ao
calor mediano é a isomerizacao. Os isdbmeros da clorofila se formam por inversao
(epimerizagdo) do grupo carbometoxilo do carbono C-13?, do anel isociclico. A
epimerizacdo forma os isébmeros denominados a e b, e ocorre comumente no
branqueamento de vegetais (Schwartz & Lorenzo, 1990).

A conversao de clorofila em feofitina e feoforbideo é a causa mais comum de
perda da cor verde dos vegetais processados termicamente (Wong, 1989). Tem sido
proposto que a formacédo de feofitina durante tratamentos térmicos inicia por um
aumento, induzido pelo calor, da permeabilidade dos ions hidrogénio através das
membranas celulares (Fennema, 2000). Um dos meios de evitar este problema
consiste em alcalinizar ligeiramente a agua de coccao, porém isto acarreta em
prejuizo sensorial e potencial risco microbiolégico (Coultate, 1998).

O aquecimento prolongado causa descarbometoxilagdo no C-13? dando
origem aos “piro” derivados. Pirofeofitinas sdo encontradas em vegetais enlatados,
formados a partir da respectiva feofitina. Em alguns produtos, pirofeofitinas foram
determinadas como os derivados clorofilicos predominantes (Schwartz & Lorenzo,
1990). As pirofeofitinas apresentam as mesmas propriedades espectrais das
feofitinas, de forma que tem cor oliva (Fennema, 2000).

A degradacao da clorofila durante o aquecimento é seqliencial: clorofila >
feofitina > pirofeofitina. Diversos estudos tém demonstrado que a clorofila b é mais
termoestavel que a clorofila a (Fennema, 2000).
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A velocidade de qualquer reacao aumenta, em geral, com a temperatura e por
consequiéncia aumentar a temperatura do meio pode acelerar outros processos de
degradacao da clorofila (Man & Jones, 1999; Netz & Ortega, 2002).

2.31.4. Luz

A clorofila esta protegida da destruicao pela luz durante a fotossintese nas
células vegetais sas por causa dos carotendides e lipideos que as rodeiam. Uma vez
que se perde esta protecdo durante a senescéncia da planta, por extracdo do
pigmento do tecido ou por destruicdo celular causada pelo processamento, a
clorofila é suscetivel a fotodegradacdo. Quando prevalecem essas condigdes e
estdo presentes a luz e o oxigénio, a clorofila é descolorida irreversivelmente
(Fennema, 2000).

Segundo Suzuki et al (1999), a fotodegradacdo da clorofila tem como
resultado a oxidacdo e consequente abertura do anel tetrapirrélico e a sua
fragmentacdo em compostos de peso molecular mais baixo, entre eles monopirréis,

0s quais sao incolores e na sua maioria hidrofilicos.
2.3.1.5. Oxidacao

A oxidagdo € a principal causa da deterioracdo de varias substancias
biologicamente importantes, alterando diversas propriedades, como qualidade
sensorial, valor nutricional e funcionalidade. Embora a oxidacdo em geral tenha sua
origem na fracao lipidica, muitas vezes outros componentes sdo afetados, como
proteinas, vitaminas e pigmentos (Araujo, 1997).

A oxidacdo da molécula de clorofila pode ocorrer em dois niveis: no anel
macrociclico ou no anel isociclico, provocando a abertura destes. A abertura do anel
isociclico leva a producédo de formas coloridas (geralmente pardas), entre elas as
clorinas e as rodinas. Ja a abertura do anel macrociclico acarreta na formacao de
moléculas incolores, de estrutura quimica variada (Cheftel & Cheftel, 1992). Porém,
a oxidacao pode ocorrer no anel isociclico sem sua clivagem, mas pela substituicao
do hidrogénio por um &tomo de oxigénio ao carbono C-132 do anel. Estes pigmentos
geralmente apresentam cor proxima a da molécula originaria (Fennema, 2000).
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A oxidacdo do C-13? da clorofila por oxigénio tripleto em metanol é
denominada alomerizacao, que também ocorre em outros sistemas. Existem fortes
evidéncias de que o mecanismo da alomerizacao envolva a participacao de radicais
livres, e sabe-se que € necessaria a exposi¢cdo ao ar para captacao equimolecular
de oxigénio pelas clorofilas presentes. A alomerizagdo pode ocorrer por via quimica
ou enzimatica, e os principais produtos encontrados sao 132-hidroxi-clorofila a, 13*
metoxi-clorofila a e 15'-metoxi-lactona-clorofila a. A presenca de alémeros ja foi
verificada em preparacoes de clorofila, vegetais processados, frutas verdes,
sedimentos superficiais de lagos e plantas senescentes (Minguez-Mosquera &
Gandul-Rojas, 1995; Hyvarinen & Hynninen, 1999; Fennema, 2000).

Quando a alomerizacdo ocorre em meio acido ou levemente alcalino, o anel
isociclico pode ser aberto. Os compostos resultantes desta transformacédo sédo as
chamadas clorinas e rodinas, originarias das clorofilas a e b, respectivamente
(Minguez-Mosquera et al, 1996).

A clivagem do anel macrociclico leva a formacdo de produtos incolores
fluorescentes, chamados FCCs, através de uma reacédo de oxidacado enzimatica. Os
FCCs sao tetrapirréis lineares, derivados do feoforbideo a, os quais sao precursores
dos NCCs, sendo que os dultimos, além de serem incolores, ndo possuem
fluorescéncia (Matile, 2000).

E possivel que FCCs e NCCs estejam relacionados com a perda de cor e
clorofila através de oxidacdo ndo enzimatica. Segundo Heaton & Marangoni (1996),
0s pesquisadores nao tem procurado pela presenca desses compostos em vegetais
processados por serem incolores, ndo afetando diretamente a qualidade do
alimento. A pesquisa da degradacao da clorofila em alimentos processados tem se
concentrado basicamente no desaparecimento da clorofila e/ou na acumulacao de

catabdlitos primarios, como feofitina e feoforbideo.
2.3.1.6. Atividade de agua (Aa)

A atividade de agua € uma medida da disponibilidade de agua para processos
em um determinado produto (Cheftel & Cheftel, 1992). Diferentes tipos de reacdes
em alimentos sao aceleradas ou minimizadas em fungdo da atividade de agua
devido a maior ou menor mobilidade das moléculas (Rockland & Beuchat, 1987). Na
degradacao da clorofila, a 4gua disponivel pode ser um agente limitante, protetor ou
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acelerador das reacgdes citadas na secao 2.3.1, conferindo a predominancia de uma

ou de outra reagcdo em determinado momento (Figura 7).
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Figura 7 — Representacao esquematica das possibilidades de deterioracao de

alimentos em relacao a atividade de agua. Fonte: adaptado de Cheftel &
Cheftel, 1990).

Diversos estudos tém investigado a degradacdo da clorofila durante
processamento e armazenagem, mas pouco se sabe a respeito do comportamento
deste pigmento em sistemas com baixa atividade de agua, como vegetais
desidratados (Jayaraman & Das Gupta, 1995; Negi & Roy, 2001).

Lajolo et al (1971) realizaram um dos primeiros estudos da degradacdo da
clorofila em baixa atividade de agua, utilizando puré de espinafre desidratado. A
37°C eAa maior que 0,32, 0 mecanismo mais importante de degradacéo da clorofila
foi a conversdo em feofitina. No entanto, em Aa inferiores a 0,32 a taxa de
feofitinizacao foi baixa, porém houve perda de clorofila, 0 que provavelmente ocorreu
através de outro mecanismo. No mesmo estudo, a clorofila a pura foi submetida as
mesmas condi¢cdes e convertida a feofitina mais rapido que nas amostras de
espinafre. Isto indicaria uma protecao in vivo contra a degradacao, provavelmente

por causa da associagao da clorofila com proteinas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material
3.1.1. Amostras
O produto erva-mate tipo chimarrao (llex paraguariensis A. St.-Hill.) utilizado
no presente experimento foi fornecido por ervateira da regido Noroeste do Rio

Grande do Sul. Constituiu-se de uma mistura de matérias-primas de procedéncia
nativa e reflorestada, de diferentes regides produtoras, conforme o Quadro 4:

Matéria-prima Porcentagem (%)
Erva-mate nativa da regido de Rio Negrinho (SC) 44
Erva-mate nativa da regiao de Sdo Mateus do Sul (PR) 38
Erva-mate cultivada da Argentina 14
Palito de erva-mate 4

Quadro 4 — Composicao da amostra de erva-mate tipo chimarrao utilizada no
experimento.

O produto foi acondicionado na prépria ervateira em dois tipos de embalagens
utilizadas comercialmente, com capacidade de 1 kg cada: papel de dupla camada
(papel couché e papel apergaminhado), e estrutura laminada (polipropileno
biorientado metalizado / polietileno de baixa densidade).

As amostras foram processadas dia 15/09/2006, e foram entregues pela
propria ervateira no dia 18/09/2006, no Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos
Alimentos (DTCA) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM). No mesmo dia,
uma parte das amostras foi destinada para a armazenagem e outra para a
realizagdo imediata das andlises descritas no item 3.2.2. Esta fragdo da amostra foi

considerada com tempo zero de armazenagem.

3.2. Métodos

3.2.1. Armazenagem
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As amostras de erva-mate em embalagem laminada e em embalagem de
papel foram distribuidas em uma camara, detalhada no item 3.2.1.1, de forma
homogénea e de uma s6 vez. A cada duas semanas de armazenagem, seis
unidades de erva-mate eram retiradas aleatoriamente da camara, trés de cada
embalagem, para serem submetidas as metodologias descritas no item 3.2.2. Ao
todo, houve sete periodos de armazenagem: zero, duas, quatro, seis, oito, dez e
doze semanas.

A umidade relativa (UR) dentro da camara foi mantida em 75% (+ 5%) e a
temperatura média foi de 25°C (x 2,5°C). A temperatura e umidade relativa
escolhidas estdo de acordo com trabalhos que simularam condi¢gdes ambientais de
armazenagem de erva-mate (Santos, 2004; Valduga et al, 2005) e de outros
vegetais verdes desidratados (Lajolo et al, 1971; Lajolo et al, 1982), e com o
proposto para estudos de vida-de-prateleira por Man & Jones (1999).

3.2.1.1. Camara de armazenagem

A camara de armazenagem utilizada pertence ao Nucleo de Pesquisa em
Pés-Colheita (NPP) do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM). Constituiu-se de um compartimento em formato de caixa
retangular, com temperatura e umidade especificas, o0 qual encontra-se no interior de
uma camara de climatizagdo com capacidade de 37 m® e temperatura controlada a
20°C (£ 0,5°C). De construcao artesanal, a camara de armazenagem apresenta as
seguintes dimensodes: 1,66 m de largura, 0,69 m de altura e 0,72 m de profundidade
(0,82 m®). Sua estrutura é composta por arestas de ferro, piso de madeira, teto de
poliuretano e paredes cobertas com lona plastica preta. Devido a diferenca de
temperatura entre a camara maior e a menor e a pequena capacidade de isolamento
térmico das paredes e do piso desta, um mecanismo de aquecimento foi instalado
dentro da camara de armazenagem para manter a temperatura desejada.

Dentro da camara de armazenagem foi gerado calor por uma resisténcia
ligada a um microventilador e um termostato. O termostato manteve a temperatura
na faixa 22,5°C a 27,5°C, fazendo com que a resisténcia ligasse e desligasse
automaticamente, conforme necessario. O microventilador ligava concomitantemente
para evitar superaguecimento da resisténcia e também contribuia com o

espalhamento do calor dentro da cédmara. Os ciclos de aquecimento eram de
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aproximadamente 3 minutos de resisténcia ligada seguidos por 15 minutos de pausa
e assim sucessivamente. A temperatura foi monitorada diariamente através de seis
termdmetros de mercurio espalhados no interior da camara.

O monitoramento da umidade foi feito por meio de um psicrémetro do tipo
nao-aspirado. Para chegar aos niveis desejados de umidade, foram utilizadas duas
bandejas de 45 cm x 30 cm com cerca de 1,5 L de agua cada. Dessa forma, a
umidade relativa manteve-se em 75% (+ 5%).

As amostras foram acomodadas na camara em prateleiras construidas com
pés de madeira e grades de metal e dispostas em dois niveis, de maneira uniforme,
de forma a permitir a conveccado do ar. Cada pacote de erva-mate foi colocado
deitado sobre uma das faces laterais menores, com distancia de aproximadamente 4
cm um do outro. O espaco livre minimo entre as amostras e as superficies da
camara foi de 8 cm.

Dentro da camara de armazenagem nao havia fonte de luz, somente
permitida na camara de climatizagdo. A incidéncia de luz sobre as amostras foi
impedida pela lona plastica preta que recobria a cdmara de armazenagem. Dessa
forma, foi descartada interferéncia da luz na deterioracdo dos constituintes da erva-

mate, entre eles os pigmentos clorofilicos.

3.2.2. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas foram realizadas nos laboratérios do DTCA,
iniciadas imediatamente apds a retirada das amostras da camara de armazenagem.

Entre uma analise e outra, as amostras foram armazenadas em refrigerador
domeéstico, a 5°C, dentro de placas dePetry e ao abrigo da luz.

Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.2.1. Preparagao das amostras

Previamente a execucdo das analises, a erva-mate foi peneirada para a
remocao dos palitos (fragmentos secos de ramos), com excecao da determinacéo de
umidade, atividade de agua e pH, as quais foram realizadas com amostra integral. A
peneiracdo foi realizada manualmente, utilizando-se peneira de ensaio com abertura

de malha de 800 pum.
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3.2.2.2. Umidade

De acordo com o método proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (1985), a
determinacdo de umidade foi feita em estufa a temperatura de 105°C, por um

periodo de 6 horas.

3.2.2.3. Atividade de agua

Para a determinacdo da atividade de agua (Aa) utilizou-se medidor de
umidade Testo 650, equipado com sensor para medicao simultinea de temperatura
e umidade. O procedimento de analise seguiu o método especificado pelo
fabricante, com tempo de estabilizacdo de 20 minutos por amostra.

3.2.2.4. pH

O pH foi determinado utilizando-se o método recomendado pelo Instituto
Adolfo Lutz (1985). Aliquotas de 10 g de erva-mate foram pesadas e transferidas
para Erlenmeyers secos de 250 mL, juntamente com 100 mL de agua destilada a
temperatura ambiente. O conteddo dos frascos foi agitado até que as particulas
ficassem uniformemente suspensas. Agitou-se, ocasionalmente, durante um periodo
de 30 min, e apds decantou-se o sobrenadante para um frasco seco e
imediatamente procedeu-se a leitura do pH. Para tal utilizou-se medidor de pH com
termocompensador automatico, calibrado a cada uso com as solugcdes padrdes

adequadas.

3.2.2.5. Substancias reativas ao TBA (TBARS)

O nivel de peroxidagao lipidica foi verificado através da presenca de
substancias reativas ao TBA (acido 2-tiobarbiturico); entre elas esta o
malondialdeido, um dos principais subprodutos da peroxidagao lipidica. Tomando

por base a metodologia descrita por Egert & Tevini (2002), foram homogeneizados
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0,9 g de erva-mate com 9 mL de TCA 0,1% e 1 mL de BHT metandlico (0,5 g/L) em
um agitador de tubos, por 1 minuto, dentro de tubos de centrifuga. Em seguida, o
homogeneizado foi submetido a centrifugacao, a 3000 rpm, durante 20 min. Apés, 1
mL do sobrenadante foi adicionado a 4 mL de TCA 20% contendo TBA 0,5%, e essa
mistura incubada por 30 min em banho-maria a 95°C. Ao término disso, a reagao foi
paralisada por meio de um banho-de-gelo (5 min) e em seguida realizada nova
centrifugagao (3000 rpm, 10 min). A absorgédo do sobrenadante a 532 nm foi medida
subtraindo-se a absorcao ndo-especifica a 600 nm, em espectrofotdmetro UV/Vis. A
concentracdo de TBARS (nmol/g b.s.) foi calculada usando-se o coeficiente de
extingdo do malondialdeido: 155 mM™ cm™.

3.2.2.6. Atividade residual da peroxidase

Utilizada como teste da eficiéncia da inativagcdo enzimatica pelo tratamento
térmico (sapeco) e para verificagcdo de possivel regeneracado da peroxidase durante
a armazenagem. A atividade residual foi determinada espectrofotometricamente
medindo-se a variacdo da absorbancia a 475 nm, comprimento de onda de maxima
absorcdo do tetraguaiacol (produto oxidado do guaiacol), que se forma na reacao
enzimatica. Tomou-se como base o método de Argilello et al (1999). Para a
execucao desta técnica, foi necessario preparar previamente a solugdo com o0s
substratos da enzima e obter um extrato enzimatico bruto da amostra para, a seguir,

dar procedimento ao ensaio enzimatico.

3.2.2.6.1. Preparacéao da solucao substrato

A solucdo substrato, utilizada no item 3.2.2.6.3, foi preparada, no dia de
analise, pela adicdo de 0,2% de perdxido de hidrogénio 35% e 1% de guaiacol puro
a um balao volumétrico de 200 mL, tendo o volume completado com solucédo tampao
fosfato. O tampao fosfato foi preparado com fosfato de sbédio monobasico
monohidratado e fosfato de sodio bibasico heptahidratado em agua destilada,
obtendo-se uma concentracao de 0,1M e pH 5,15. A solucao tampao foi armazenada
a 5°C até o uso.
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3.2.2.6.2. Obtengédo do extrato enzimatico bruto

Foram trituradas 7 g de erva-mate em 100 mL de agua destilada gelada (<
5°C), durante 1 min, utilizando-se ummixer vertical doméstico. O homogeneizado foi
filtrado em gaze e posteriormente centrifugado a 3.000 rpm durante 20 min, em
tubos de vidro. A solucao sobrenadante foi denominada extrato enzimatico bruto e
utiizada em seguida na determinacdo da atividade enzimatica. A extracdo foi
realizada em ftriplicata.

3.2.2.6.3. Ensaio da atividade peroxidasica

A atividade residual da enzima peroxidase foi medida pela adicao de 200 uL
de extrato enzimatico a 2,8 mL de solucdo substrato, diretamente na cubeta do
espectrofotobmetro, a temperatura ambiente. O aumento na absorbancia a 475 nm foi
monitorado em intervalos de 1 min, durante 5 minutos, utilizando-se cubeta de vidro
de 1 cm de largura e espectrofotdmetro UV/Vis. A taxa de aumento de absorbéancia
foi convertida em taxa de conversdao de substrato em produto (formacao de
tetraguaiacol). Uma unidade de atividade da peroxidase (U.POD) foi definida como a
mudanca em 0,001 unidade de absorbancia por minuto e por miligrama de material
seco. Como branco, foi utilizada agua no lugar do extrato enzimatico. Como controle,
a reacao foi realizada na auséncia de peréxido de hidrogénio. As amostras foram
mantidas em banho-de-gelo até a medida de atividade.

3.2.2.7. Determinacao da concentracao de pigmentos clorofilicos

A extracao dos pigmentos clorofilicos da erva-mate foi efetuada adaptando-se
o método de Yamauchi et al (1997) e a determinacao da concentracéo de pigmentos
clorofilicos foi realizada espectrofotometricamente segundo proposto por Moran
(1982).

3.2.2.7.1. Extracao dos pigmentos clorofilicos

Os pigmentos foram extraidos por maceragao de 0,25 g de amostra com gral
de porcelana e pistilo, na presenca de solvente, durante um minuto. A suspensao foi
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filtrada em papel filtro (25 um) e o volume completado para 50 mL. De acordo com

Moran (1982), o solvente escolhido foi N,N-dimetilformamida (DMF).

3.2.2.7.2. Determinagéo da concentracao de clorofila e feofitina

A determinagcédo da concentracao de clorofila (a, b e total) e fecfitina (a, b e
total) da erva-mate foi efetuada conforme método proposto por Moran (1982). Apoés
obtencdo dos filtrados (item 3.2.2.7.1), procedeu-se imediatamente a leitura em
espectrofotometro UV/Vis (Spectrum 22ED) a 647, 654, 664 e 666 nm. A
concentracao dos pigmentos foi calculada aplicando-se os valores de absorbéancia
obtidos as féormulas abaixo, desenvolvidas por Moran (1982):

[clorofila a] = 12,64 A664 - 2,99 A647
[cIorofiIa b] =- 5,6 A564 + 23,26 A547
[ClOl’Of”a total] = 7,04 A664 + 20,27 A647

[feofitina a] = 23,91 A666 — 7,22 A654
[feofitina b] = - 16,38 Aeee + 37,41 A654
[feofitina total] = 7,53 Aese + 30,19 A654

A concentragéo dos pigmentos foi expressa em mg/g amostra (b.s.).

3.2.2.8. Determinacao instrumental de cor

Os parametros de cor L*, a* e b* foram obtidos através de um colorimetro
tristimulus Minolta CR 310, operando no sistema CIELAB, em que L* corresponde a
luminosidade e a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade (-a = verde e +a =
vermelho; -b = azul e +b = amarelo). O colorimetro foi calibrado com uma placa
branca padrao (Y = 93,5; x = 0,3164; y = 0,3325), conforme instru¢cées do fabricante.
Previamente as leituras de cor, as amostras de erva-mate peneiradas (conforme
item 3.2.2.1) foram acondicionadas e compactadas em placas de Petry (cerca de
45g cada). As leituras foram realizadas em triplicata, sob iluminante D65 e angulo
10°.
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Varias funcbes de cor foram determinadas para cada amostra: angulo de
matiz (h°) foi calculado como 180° +arc tan (b*/a*); croma ou indice de saturagcao
(C*) como (a*2 + b*3)""?; e diferenca total de cor (AE*) como (AL*? + Aa*2 + Ab*?)"/2
(Schmalko e Alzamora, 2001).

3.2.3. Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC)
em esquema fatorial 2 x 7 (embalagem de papel e laminada x sete periodos de
armazenagem - 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 12 semanas), com trés repeticdes. A unidade
experimental foi 1kg de erva-mate. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), sendo verificado o efeito da interagao e de cada fator pelo teste
F (p < 0,05). Como andlise complementar, utilizou-se o teste de Tukey para
comparacao de médias (ao nivel de 5% de significancia). Para investigar possiveis
relagbes entre as varidveis em estudo, realizou-se analise de correlagdo linear
simples. A analise estatistica foi realizada com o auxilio do software The SAS
System for Windows 6.11.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Variacao da umidade, atividade de agua, pH, enzimas e oxidacao durante
armazenagem da erva-mate em condicées ambientais, nas embalagens papel e

laminada

4.1.1. Umidade e atividade de agua

Observou-se, para as amostras de erva-mate que houve absorcdo de
umidade do ambiente durante o periodo de armazenagem, conforme a Figura 8A.
Segundo Ramallo & Albani (2004), a forca motriz do transporte de agua em
alimentos embalados é a diferenca de pressdao de vapor entre os lados interno e
externo da embalagem. Nas amostras de erva-mate a atividade de &gua inicial,
conforme a Figura 8B, foi de 0,40 = 0,01 (gerando uma UR de 40 £ 1% no interior
das embalagens), o que impulsionou absor¢cao de umidade do ambiente, onde a UR
era de 75 = 5%. No entanto, o ganho de umidade depende das propriedades
particulares do alimento e da permeabilidade da embalagem (Ramallo & Albani,
2004).
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Figura 8 — Variacao do teor de umidade (A) e da atividade de agua (B) em erva-
mate em embalagem de papel e laminada em funcao do tempo de

armazenagem. Os dados mostrados representam a média de trés repeticbes + o
desvio padrao.

A andlise de variancia (ANOVA) mostrou que a absorcdo de umidade foi

significativamente influenciada pelo tempo de armazenagem e pela embalagem, com
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p < 0,01 (Apéndice F). A absorcdo das amostras em embalagem de papel foi
nitidamente maior que das amostras em embalagem laminada. Isto é confirmado
pelo fato de que, para a embalagem laminada, ndo houve variagao significativa (p <
0,05) de umidade no periodo de tempo estudado (Apéndice A), ao contrario da
embalagem de papel, que mostrou grande variacao nas primeiras quatro semanas,
sendo que a partir da quarta semana houve uma tendéncia para estabilizacédo (p <
0,05; Apéndice A).

Ap6s um determinado momento, um material higroscépico entra em equilibrio
com o meio, ndo absorvendo mais umidade (Ramallo & Albani, 2003), o que
provavelmente aconteceu a partir da quarta semana na embalagem de papel.
Porém, nos dois ultimos periodos de analise, houve uma oscilacao significativa, o
que pode ter ocorrido por variagdo na umidade e/ou temperatura no interior da
camara.

Da mesma forma, a atividade de agua mostrou tendéncia de aumento durante
a armazenagem, tendo sido significativamente influenciada pelo tempo de
armazenagem e pela embalagem, conforme a analise de varidncia (Apéndice G) e a
Figura 8B.

Na embalagem de papel, houve diferenca significativa na atividade de agua
entre as trés primeiras medicdes, as quais foram seguidas por relativa estabilizacao
até a décima semana, quando houve uma oscilacao, provavelmente pelos mesmos
motivos da verificada na umidade (Apéndice A). Ja para a embalagem laminada, sé
apareceu elevacgao significativa na sexta semana e a partir da décima (Apéndice A).

Verificou-se elevada correlacéo entre o teor de umidade e a atividade de agua
nos tratamentos em estudo (r = 0,99; p < 0,01), o que é esperado pelo fato de que a
atividade de agua se eleva pela absorcao de umidade. Entretanto, ressalta-se o fato
de que, para a embalagem laminada ndo houve diferenga significativa para a
umidade, mas houve para a atividade de agua no mesmo periodo. Isto pode estar
relacionado a nao linearidade da relacao entre umidade e atividade de agua, que é
representada graficamente pelas isotermas de sorcao (Cheftel & Cheftel, 1990).

As isotermas de sorcdo sdo curvas que indicam a umidade em fungédo da
atividade de agua de uma amostra a uma dada temperatura. Sdo determinadas
partindo-se de um alimento Umido ou seco, até sua desidratacdo ou hidratacao,
respectivamente. Assim, se obtém isotermas de dessorcdo ou adsorcédo (Cheftel &
Cheftel, 1990). Mazza & Schmalko (2006) obtiveram isotermas de adsorcédo para a
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erva-mate em diferentes tempos de armazenagem. Os seus resultados mostraram
que ao redor de uma atividade de agua de 0,4, a inclinacdo da curva favorece um
aumento acentuado da atividade de dgua com pequenos ganhos de umidade. Isto é
coerente com a amostra de erva-mate em embalagem laminada, em que a elevacao
da umidade néo foi significativa, porém a da atividade de agua foi.

Valduga et al (2005) armazenaram amostras de erva-mate em embalagem de
papel e laminada durante 120 dias, em condicdes ambientais, a fim de estudar a
vida-de-prateleira do produto. Foi verificado comportamento semelhante ao obtido
neste trabalho, tanto para umidade quanto para atividade de agua.

Uma maior ou menor penetracdo de umidade do ambiente para o interior da
embalagem € determinada por sua permeabilidade a agua, a qual é medida
objetivamente pela taxa de permeabilidade ao vapor d’agua (TPVA), dada em ¢
m?/dia (Man & Jones, 1999). Em pesquisa com embalagens de erva-mate, Ramallo
& Albani (2003) encontraram valores de TPVA para filmes plasticos
significativamente menores que para embalagem de papel, o que resultou em uma
mais rapida absor¢cdo de umidade pela embalagem de papel que pelos filmes
plasticos.

O ganho de umidade determina a atividade de agua, porém esta é que da real
nocado da probabilidade de reagdes de degradacdo nos alimentos. A maioria das
reacdes de degradacao tem sua velocidade aumentada com a elevacao da atividade
de agua (Rockland & Beuchat, 1987).

4.1.2. pH

O pH, durante o periodo total de armazenagem, apresentou tendéncia de
reducdo para as amostras das duas embalagens estudadas (Figura 9), de forma que
o tempo teve influéncia significativa (p < 0,05; Apéndice H). Reacbes complexas que
ocorrem durante a armazenagem de vegetais desidratados, como 0 escurecimento
nao-enzimatico, tendem a tornar o pH mais acido (Lajolo et al, 1971; Barbosa-
Canovas et al, 1996).

A embalagem também influenciou significativamente, a qual ocasionou
valores de pH inferiores significativamente a partir da quarta semana para a
embalagem de papel, em relacdo a laminada (p < 0,05; Apéndice A). A correlacao
entre pH e atividade de agua (r = - 0,83; p < 0,01) justifica menores valores de pH
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para a embalagem de papel, a qual teve atividade de agua maior que a embalagem
laminada. Percebeu-se comportamento semelhante no trabalho de Lajolo et al
(1971), que verificaram diminuicdo do pH com o aumento da atividade de agua em

armazenagem de puré de espinafre desidratado.
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Figura 9 — Variacdao do pH em erva-mate em embalagem de papel e laminada
em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados representam a
média de trés repeticdes + o desvio padrao.

Santos (2004) encontrou uma média de 5,90 para o pH em erva-mate
embalada em embalagens plasticas durante 180 dias em condi¢des similares, porém

este ndo variou significativamente durante o periodo de armazenagem.

4.1.3. Oxidacao (TBARS)

A formagéao de substancias reativas ao TBA na erva-mate pode ser observada
na Figura 10. A concentracao de TBARS variou significativamente (p < 0,01) com o
tempo de armazenagem do produto nas duas embalagens, conforme a analise de
variancia no Apéndice H. A embalagem também teve influéncia significativa (p <
0,01), de forma que a elevagdo que ocorreu durante a armazenagem foi
estatisticamente maior para a embalagem laminada que para a embalagem de papel
(p < 0,05; Apéndice A).

A quantificacdo de TBARS é o método preferido para medir a extensao geral
da oxidacao lipidica em sistemas bioldgicos. O teste fundamenta-se na formacao de
um complexo de coloragao vermelha, resultante da condensacgéao de duas moléculas
do &cido tiobarbiturico com uma molécula de malondialdeido (Araujo, 1997). O
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malondialdeido (MDA) é um dos principais produtos de decomposi¢cdo dos
hidroperoxidos de &acidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo
oxidativo (Osawa et al, 2005). No entanto, varios outros produtos resultantes da
oxidagéo de lipidios podem reagir com o TBA, sendo por este motivo que se utiliza a
expressao TBARS — substancias reativas ao acido tiobarbiturico (Araudjo, 1997).
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Figura 10 — Variacao do teor de TBARS em erva-mate em embalagem de papel

e laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados
representam a média de trés repeticdes + 0 desvio padrao.

De um modo geral, substancias reativas ao TBA (em especial o
malondialdeido) sao produzidas em quantidades substanciais somente a partir de
acidos graxos contendo trés ou mais insaturacdes (Araujo, 1997). Tal configuracao
esta presente nos lipidios da membrana tilacéide dos cloroplastos, as quais sao
basicamente constituidas dos acidos graxos linolénico e linoléico, sendo que o acido
linolénico possui trés insaturagdes (Heaton & Marangoni, 1996).

Maiores concentracbes de TBARS indicam um maior nivel de peroxidacao
lipidica. O aumento durante a armazenagem de erva-mate era esperado por ser a
oxidacao lipidica uma reacdo de degradacdao importante na armazenagem de
vegetais desidratados (Jayaraman & Das Gupta, 1995; Lopez-Ayerra et al, 1998;
King et al, 2001). Porém, valores estatisticamente diferentes dos iniciais (p < 0,05)
s6 foram percebidos a partir da sexta semana para a embalagem laminada e da
oitava semana para a de papel (Apéndice A). Os aldeidos (entre eles o MDA) sao
produtos secundarios da oxidagao lipidica, de forma que as reacbes oxidativas que
sucedem a formacgéo destes podem ter iniciado semanas antes que a concentracao

de TBARS se elevasse significativamente.
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O Teste de Tukey (Apéndice A) mostra que a partir da sexta semana de
armazenagem a concentracdo de TBARS da embalagem laminada foi
significativamente superior a da embalagem de papel (p < 0,05), o que significa que
a oxidagado na embalagem laminada foi maior. Considerando que as amostras das
duas embalagens foram expostas as mesmas condicbes, e a erva-mate era
originaria de um mesmo lote, as principais diferencas entre as embalagens que
poderiam ocasionar esta diferenca significativa estdo na atividade de agua e na taxa
de permeabilidade ao oxigénio.

A disponibilidade de oxigénio € um dos fatores que influencia na velocidade
da oxidacao lipidica, pois este elemento participa na maioria das reacoes envolvidas
(Cheftel & Cheftel, 1990). Em alimentos embalados, a taxa de permeabilidade ao
oxigénio (TPO,) determina a absorcao deste elemento pelo produto no interior da
embalagem, sendo expresso em cm®m?24h/atm, a temperatura e umidade
definidas. Os polimeros mais utilizados para erva-mate sdo o polietileno de baixa
densidade e o polipropileno biorientado. O primeiro possui alta permeabilidade a
gases, e 0 segundo € moderadamente permeéavel, de forma que nenhum dos dois é
recomendado para utilizacdo isolada em alimentos suscetiveis a oxidacao. No
entanto, a laminacao e metalizacdo dos filmes flexiveis melhoram substancialmente
a propriedade de barreira ao oxigénio desses materiais, diminuindo
consideravelmente a TPO,. Por outro lado, a embalagem de papel kraft e
monoldcido utilizada para erva-mate apresenta alta permeabilidade a gases (Man &
Jones, 1999; Santos, 2004). Desse modo, a TPO, ndo deve ser o motivo da maior
oxidacao na embalagem laminada.

A influéncia da atividade de agua na velocidade da oxidacao lipidica também
parece contradizer o resultado obtido. Segundo Fennema (2000), a atividade de
agua da embalagem laminada, favorece menos a oxidacdo lipidica do que a
atividade de agua da erva-mate na embalagem de papel, pois na faixa de 0,4 a 0,7,
0 aumento da atividade de agua leva a aumento da velocidade da reacdo de
oxidagéo lipidica. Uma maior atividade de agua aumenta a mobilidade de metais de
transicdo, que sdo pro-oxidantes. Dessa forma, a erva-mate da embalagem de papel
seria a mais oxidada.

Duas hipdteses podem ser levantadas com base na literatura para explicar
este resultado. A primeira baseia-se na diferenca entre os sistemas de fechamento
das embalagens e a segunda na possibilidade de a reacao de Maillard ter sido
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favorecida pela absorcdao de umidade. As duas hipdteses podem ter atuado
isoladamente ou em conjunto.

No momento do fechamento, a embalagem de papel é dobrada de maneira
ajustada ao volume do produto. Ja a embalagem laminada é lacrada termicamente,
permitindo a formacao de um espaco livre visivelmente maior, e conseqientemente
retencdo de um volume de oxigénio maior que na embalagem de papel. Situagcéao
semelhante ocorreu no trabalho de Santos (2004), no qual a embalagem com menor
permeabilidade ao oxigénio apresentou menor efeito protetor frente a oxidacao
devido ao grande espaco livre no interior da embalagem ocasionado pela rigidez do
material.

A segunda hipétese baseia-se no fato de que a elevagao da atividade de agua
nas amostras em embalagem de papel favorece a reagdo de Maillard, a qual tem
efeito antioxidante. Diversos estudos comprovaram que produtos dessa complexa
reacao, principalmente os intermediarios, que sao incolores, tém a capacidade de
retardar a oxidacao lipidica (Rockland & Beuchat, 1987). No entanto, os mecanismos
e moléculas envolvidas ainda ndo sdo bem conhecidos (Morales & Jiménez-Pérez,
2001).

4.1.4. Atividade residual da peroxidase

O tratamento térmico para inativacdo enzimatica em vegetais muitas vezes
permite uma atividade residual de 3-10% da peroxidase, tendo em vista sua alta
resisténcia ao calor (Glines & Bayindirli, 1993). Além disso, a inativacao térmica da
peroxidase pode ser reversivel e a enzima pode recuperar sua atividade sob certas
condicdes (Bahcgeci et al, 2005). No entanto, nenhuma atividade peroxidasica foi
observada nas amostras de erva-mate recém processadas (tempo zero de
armazenagem) e aparentemente nao houve recuperagao de atividade ao longo do
tempo (dados n&do mostrados).

Genericamente, a atividade enzimatica minimiza ou cessa em valores de
atividade de agua entre 0,2 e 0,4; acima deste valor, a atividade das enzimas tende
a aumentar (Rockland & Beuchat, 1987). No entanto, mesmo na embalagem de
papel, onde a atividade de agua aumentou durante a armazenagem, nao foi
percebida atividade residual da enzima.
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O sapeco, etapa do processamento da erva-mate, tem por objetivo a
inativacdo enzimatica. No entanto, a verificacdo da inativacdo enzimatica é
basicamente empirica. Os trabalhos encontrados que verificam atividade enzimatica
em erva-mate utilizam folhas frescas, e ndo o material processado (Arglello et al,
1999; Ceni, 2005).

4.2. Variacao da concentracao de pigmentos clorofilicos (clorofila e feofitina)
durante armazenagem da erva-mate em condicées ambientais, nas

embalagens papel e laminada

4.2.1. Clorofila (a, b e total)

A concentracao de clorofila total no tempo zero para o lote de erva-mate foi de
4,02 + 0,02 mg/g (b.s.). A literatura apresenta valores de 0,51 a 6,04 mg/g (b.s.) para
clorofila total em erva-mate com tempo zero armazenagem (Morawicki et al, 1999;
Schmalko & Alzamora, 2001; Santos, 2004), de forma que o valor obtido neste
trabalho encontra-se dentro deste intervalo. A expressiva diferenca entre as
concentracdes dadas pelos autores deve-se a diferengcas na origem da matéria-
prima (regido, tipo de erval), processamento, método de quantificacao, tempo entre
processamento e analise, entre outras, tendo em vista a instabilidade da clorofila.

A razao entre clorofila a e b inicialmente foi de 2,79:1, devido as
concentracdes de clorofila a e b no tempo zero terem sido de 2,96 + 0,03 e 1,06 *
0,01 mg/g (b.s.), respectivamente. Schmalko et al (2005) obtiveram razdes entre
1,75:1 e 2,52:1 e argumentaram que as folhas de erva-mate sofrem tratamentos
térmicos no processamento e, conseqlentemente, a razdo encontrada é diferente
daquela existente em folhas frescas (3:1). Segundo Schwartz & Lorenzo (1990),
mesmo em folhas verdes podem ser encontradas razbes de 2,56:1 a 3,45:1, de
forma que 3:1 é um valor convencionado como média entre as plantas superiores.

A variacdo da concentracdo da clorofila (a, b e total) nas amostras de erva-
mate armazenadas pode ser observada na Figura 11. A analise de varidncia mostra
influéncia significativa do tempo e da embalagem sobre os pigmentos analisados (p
< 0,01), conforme os Apéndices P, Q e R.
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Figura 11 — Variacao da concentracao de clorofila a (A), clorofila b (B) e
clorofila total (C) em erva-mate em embalagem de papel e

laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados
representam a média de trés repeti¢cdes + o desvio padréo.

Notadamente a partir da oitava semana, observaram-se resultados
inesperados para os pigmentos clorofilicos na embalagem de papel, principalmente
para clorofila a e total. A literatura prevé uma redugcédo exponencial da clorofila
durante a armazenagem (Canjura et al, 1991; Steet & Tong, 1996; Morawicki et al,
1999). No entanto, o resultado obtido foi um aumento significativo na concentragéo
do pigmento a partir da oitava semana (p < 0,05; Apéndice D). Isso pode ter ocorrido
por interferéncia de outros pigmentos formados durante a armazenagem da erva-
mate, desde que apresentem absor¢cao nos comprimentos de onda utilizados para o
calculo dos pigmentos clorofilicos, o que é permitido pelas limitagbes da
espectrofotometria (Berset & Caniaux, 1983). Portanto, optou-se por nao discutir a
variagao da clorofila durante a armazenagem em embalagem de papel, por ndo se

conhecer a extensao da possivel interferéncia.



61

Apesar da falta de subsidios da literatura com relagdo a erva-mate, acredita-
se que se reuniram condi¢cdes ideais de substrato, atividade de agua e tempo para o
desencadeamento da reagdo de escurecimento nao enzimatico (ou reacédo de
Maillard) na erva-mate armazenada em embalagem de papel (Cheftel & Cheftel,
1992; Jayaraman & Das Gupta, 1995). Reforcam esta hipdtese os resultados da
analise de TBARS, que também apresentaram indicios de que tenha ocorrido reacao
de Maillard na erva-mate embalada em papel no decorrer da armazenagem.

O pico da velocidade da reagdo de escurecimento ndo-enzimatico ocorre em
atividades de agua entre 0,55 e 0,7 (Rockland & Beuchat, 1987). Esses valores
estdo mais proximos da atividade de agua encontrada na erva-mate em embalagem
de papel a partir de duas semanas de armazenagem. Ja a erva-mate na embalagem
laminada manteve-se abaixo deste intervalo por todo o periodo. Isso sugere que o
comportamento inesperado do grafico da concentracdo de clorofila possa ter sido
causado pela interferéncia dos pigmentos formados na reacao de Maillard.

Outra hip6tese para o comportamento da clorofila reside no fato de que a
feofitina pode ser revertida a compostos com as mesmas caracteristicas espectrais
da clorofila pela complexacado de cobre ou zinco no lugar dos hidrogénios no anel
porfirinico, o que foi percebido durante a armazenagem de puré vegetal e em outros
sistemas alimentares. Tal fato poderia explicar o aumento na absorbancia e
conseqlentemente na concentragao de clorofila no grafico da embalagem de papel
onde se esperava reducdao. Contudo, a formacdo de complexos metalicos de
feofitina ocasiona um reverdecimento do produto, que teria reflexos na anélise de
cor, o que nao foi observado. Por isso descarta-se esta possibilidade, pois nao
houve correlacdo entre a variacdo inesperada da clorofila e as medidas de cor (p >
0,05) (Schwartz & Lorenzo, 1990; Fennema, 2000).

Na erva-mate em embalagem laminada houve uma queda de 59,5% na
concentracao de clorofila a e de clorofila b de apenas 28,04% ao final do periodo de
armazenagem. Para Schmalko et al (2005) a perda de clorofila b também teve
menor extensdo que a de clorofila a em amostras de erva-mate armazenadas, de
forma que a taxa de degradacao da clorofila a foi maior que a da clorofila b para
todos os valores de atividade de agua estudados (0,1 a 0,8).

O teste de Tukey (Apéndice D) aponta reducao significativa estatisticamente
para clorofila a, b e total em funcdo do tempo, principalmente nas quatro primeiras
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semanas de armazenagem (p < 0,05). A Figura 11 mostra uma redugéao exponencial
da concentracao de clorofila a, b e total em funcdo do tempo de armazenagem, o
que é previsto pela literatura. No trabalho de Santos (2004) a degradacao das
clorofilas a, b e total também foi gradual e com efeito significativo do tempo em erva-
mate embalada em material similar.

Diversas reagbes podem levar a degradagao da clorofila na erva-mate nas
condicdes em estudo, entre elas a feofitinizacdo e a oxidacdo, as quais produzem
derivados com caracteristicas espectrais diferentes do pigmento-mae (Lajolo &
Lanfer-Marquez, 1982; King et al, 2001; Santos, 2004).

4.2.2. Feofitina (a, b e total)

Assim como ocorreu com a clorofila, a forma a da feofitina apareceu em maior
proporcdo do que a feofitina b nas amostras de erva-mate no tempo zero de
armazenagem: 4,58 £ 0,04 mg/g (b.s.) € 2,18 + 0,03 mg/g (b.s.), respectivamente. A
feofitina total, que € a soma das duas formas, resultou numa concentracao de 6,76 +
0,07 mg/g (b.s.). A razao entre feofitina a e b foi igual a 2,10:1.

A feofitina presente na amostra antes da armazenagem deve-se a
degradacao da clorofila que ocorre no processamento da erva-mate. Schmalko &
Alzamora (2001) verificaram uma perda durante o processamento de cerca de 90%
da clorofila originalmente presente nas folhas, a qual foi majoritariamente atribuida a
formacao de feofitina.

A variacdo da concentracdo da feofitina (a, b e total) em funcao do tempo
pode ser observada na Figura 12. A analise de variancia indica efeito significativo do
tempo e da embalagem sobre a concentragdo de feofitina (p < 0,01), conforme os
Apéndices S, T e U.

Pode-se observar que nas amostras em embalagem de papel as feofitinas a e
total apresentaram até a sexta semana reducdo e a partir da oitava semana
elevacao na sua concentracdo, sendo que tal oscilacao foi significativa segundo o
teste de Tukey (p < 0,05; Apéndide E). Tal comportamento também pode ter sido
influenciado pela possivel interferéncia ocorrida na determinagao de clorofila.

Contudo, para as amostras em embalagem laminada, houve reducdo
significativa da concentracao de feofitina a e total (p < 0,05; Apéndice E) ao longo de
todo o periodo de armazenagem.
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Figura 12 — Variacao da concentracao de feofitina a (A), feofitina b (B) e
feofitina total (C) em erva-mate em embalagem de papel e

laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados
representam a média de trés repeti¢cdes + o desvio padréo.

Pode ser observado também na Figura 12A e 12C que do tempo zero até a
segunda semana de armazenagem, a concentracdo da feofitina a e total ndo foi
estatisticamente diferente entre as duas embalagens (p > 0,05). Porém a partir da
quarta semana, o teste de Tukey confirma que a concentracao da feofitina a e total
foi significativamente maior para a embalagem de papel em relagcao a laminada (p <
0,05; Apéndice E).

A conversao de clorofila em feofitina € o mecanismo mais comum de
degradacao da clorofila, tendo em vista que o pH da maioria dos vegetais favorece
esta reacao, e o fato de que mesmo em valores de atividade de 4gua muito baixos
ela pode ocorrer (Lajolo & Lanfer-Marquez, 1982).

Portanto, era esperado aumento na concentracdo de feofitina desde o

primeiro momento de andlise a partir do tempo zero de armazenagem (duas
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semanas), pois houve reducéo significativa (p < 0,05) da concentracao de clorofila a
e total no mesmo periodo (Apéndice D). Porém, houve reducdo significativa da
feofitina a e total para as duas embalagens até a quarta semana (p < 0,05; Apéndice
E).

Maharaj & Sankat (1996) também verificaram perda de clorofila sem formagéo
de feofitina em folhas de inhame desidratadas. Foi sugerido que a clorofila tenha
sido degradada por outros mecanismos, como oxidacao (alomerizagdo ou abertura
do anel tetrapirrolico).

Nao se descarta a possibilidade de ter ocorrido formacgao de feofitina desde o
inicio, mas, se foi formada, a velocidade de degradacao da feofitina foi maior que a
velocidade de formacao deste pigmento até a quarta semana. Somente apds a
oitava semana, para a embalagem de papel, feofitina a e total apresentaram
aumento de concentracdo, o que sugere ter ocorrido maior feofitinizagcdo na erva-

mate desta embalagem.

A degradagéo da clorofila em feofitina pode ser retardada quando o conteudo
de umidade do vegetal é reduzido ou a atividade de agua é baixa (Schwartz &
Lorenzo, 1990). Em produtos desidratados, como espinafre, Dutton et al (1943 apud
Schwartz & Lorenzo, 1990) observaram que o contelddo de feofitina diminuiu com o
nivel de umidade da amostra. A baixa atividade de agua da amostra inicial e no
interior da embalagem laminada provavelmente retardou a reacao. Por outro lado, o
ganho de umidade pela erva-mate na embalagem de papel provavelmente provocou
0 aumento da taxa de feofitinizacdo nessas amostras.

Lajolo et al (1971) em estudo com espinafre desidratado concluiram que em
atividade de agua maior que 0,32 a feofitinizacdo foi o principal mecanismo de
degradacdo da clorofila. Porém, em atividade de agua menor que 0,32, foi
encontrada uma taxa muito baixa de feofitinizacdo e observou-se a formacao de
outros compostos em adicao a feofitina, os quais nao puderam ser identificados, mas
foi sugerido que fossem produtos de oxidacdo. O oxigénio e radicais livres presentes
na erva-mate podem ter causado oxidacdo e conseqientemente a degradacédo da
feofitina, levando a formacao de moléculas com caracteristicas espectrais diferentes
ou até mesmo incolores.

A feofitina b apresentou reducao significativa para as duas embalagens (p <
0,05; Apéndice E) ao longo do periodo de armazenagem, o que provavelmente
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ocorreu pelos mesmos motivos que ocasionaram reducao na feofitina a e total. Com
relacdo as embalagens, a concentracdo de feofitina b apresentou valores
significativamente mais altos (p < 0,05) para a laminada que para a embalagem de
papel a partir da oitava semana, o que foi um comportamento inesperado. Tanto a
formacdo de feofitina a quanto de feofitina b sdo influenciados pelos mesmos
fatores, entre eles a atividade de agua e o pH (Fennema, 2000), de forma que a
concentracao de feofitina b deveria ter sido maior para a embalagem de papel que
para a erva-mate em embalagem laminada. Possivelmente o calculo da
concentragao da feofitina b também tenha sido afetado pela interferéncia de outros

pigmentos produzidos durante a armazenagem.

4.3. Variacao da cor medida instrumentalmente durante armazenagem da erva-

mate em condicoes ambientais, nhas embalagens papel e laminada

4.3.1. Luminosidade (L*)

Os valores de L* obtidos pela analise instrumental de cor sdo mostrados na
Figura 13. A andlise de variancia identificou influéncia significativa (p < 0,01) da
embalagem e do tempo sobre esta coordenada do espaco de cores CIELAB
(Apéndice J).
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Figura 13 — Variacao do parametro L* em erva-mate em embalagem de papel e

laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados
representam a média de trés repeticdes + 0 desvio padrao.

Através do teste de Tukey (p < 0,05), observa-se que L* elevou-se lenta,

porém significativamente nas amostras em embalagem laminada ao longo da
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armazenagem, enquanto para a embalagem de papel houve uma pequena reducao,
também significativa, no inicio da armazenagem, mantendo-se constante no seu
decorrer (Apéndice B). Dessa forma, desde a quarta semana de armazenagem o
valor de L* é significativamente maior para a embalagem laminada que para a de
papel (p < 0,05; Apéndice B).

A luminosidade é uma coordenada do espaco de cores CIELAB que pode
variar do 0 ao 100, ou seja, do preto ao branco (Lawless & Heymann, 1999). Sendo
assim, pelos resultados obtidos deduz-se que a cor das amostras em embalagem
laminada ficou mais clara e das amostras em embalagem de papel se tornou mais
escura que a amostra no tempo zero.

Valduga (2005), analisando a vida-de-prateleira da erva-mate em diferentes
embalagens, observou aumento significativo de L* ao longo do tempo de
armazenagem (120 dias), porém nao verificou diferenca significativa entre
embalagem laminada e papel. Santos (2004) analisou a cor em erva-mate
armazenada em condi¢cdes ambientais em embalagens plasticas, e obteve influéncia
significativa do tempo e da embalagem sobre o L*, de forma que para as trés
embalagens o valor aumentou significativamente ao longo do tempo (180 dias). No
estudo de Sinnecker et al (2002) com graos de soja, L* apresentou correlacédo
negativa significativa com a concentragéo de clorofila total nos graos armazenados a
25° C, o que significa que houve elevacao do valor de L* concomitante a perda de
clorofila.

O escurecimento das amostras em embalagem de papel pode estar
relacionado com a reacdo de escurecimento ndo-enzimatico, hipotese levantada
anteriormente na discussao de TBARS e dos pigmentos clorofilicos. Um decréscimo
significativo do valor de L* foi observado por Morales & Jiménez-Pérez (2001)
durante a formacdo de pigmentos na reacdo de Maillard, os quais ocasionaram

escurecimento do meio reativo.
4.3.2. Paradmetros de cor (a* e b*)
A variacdo dos parametros de cor a* e b* nas amostras de erva-mate nas

diferentes embalagens ao longo da armazenagem é mostrada na Figura 14.
Observa-se que os valores encontrados para o parametro a* foram negativos (que
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corresponde a cor verde) e do parametro b* positivos (amarelo) em todas as

analises realizadas.
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Figura 14 — Variacao dos parametros de cromaticidade a* (A) e b* (B) em erva-
mate em embalagem de papel e laminada em funcao do tempo de

armazenagem. Os dados mostrados representam a média de trés repeti¢cdes + o
desvio padrao.

Pela analise de variancia (Apéndices K e L), observou-se efeito significativo
da embalagem e do tempo de armazenagem sobre os dois parametros de cor (p <
0,01). O efeito do tempo foi de reducado, de forma que para as duas embalagens
houve decréscimo significativo nos valores absolutos dos paréametros a* e b* ao
longo da armazenagem, porém com velocidades diferentes (p < 0,05; Apéndice B).

A comparacao de médias pelo teste de Tukey (p < 0,05) mostrou diferenca
significativa do valor de -a* entre as embalagens a partir da quarta semana de
armazenagem, quando a erva-mate embalada em papel comegou a mostrar valores
mais baixos. Para valores negativos do parametro a*, a aproximagcao do zero no
espaco de cores corresponde a perda de cor verde (Lawless & Heymann, 1999), a
qual foi verificada para as amostras das duas embalagens, porém em maior
intensidade para a embalagem de papel.

A redugcdo do valor de -a* j4 foi verificada em diversos estudos no
processamento e na armazenagem da erva-mate (Schmalko & Alzamora, 2001;
Santos, 2004; Schmalko et al, 2005; Valduga, 2005), a qual tem sido atribuida a
perda de clorofila e/ou da cor verde brilhante. No trabalho de Valduga (2005) a
embalagem de papel também apresentou maior redugdo ao longo do tempo em

comparacao a embalagem laminada. Outros autores também reportaram o mesmo
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tipo de comportamento no valor de a*, devido a feofitinizacdo da clorofila (Steet &
Tong, 1996; Weemaes et al, 1999; Koca et al, 2006).

Foi realizada analise de correlacdo sobre os dados obtidos com a erva-mate
em embalagem laminada, cruzando a clorofila com o parametro de cor a*. Houve
correlacao significativa (p < 0,01) com clorofila a (r = 0,86), b (r = 0,83) e total (r =
0,87). O parametro a* tem mostrado correlacdo com a concentracéo de clorofila em
diversos trabalhos (Schmalko & Alzamora, 2001; Sinnecker et al, 2002; Cabral-
Malheiros et al, 2006).

O parametro b*, nas amostras em embalagem de papel, mostrou reducéo
significativa apenas entre o tempo zero e duas semanas de armazenagem,
mantendo-se nos mesmos niveis no restante do periodo (p < 0,05; Apéndice B).
Diferentemente, a erva-mate em embalagem laminada mostrou queda constante do
valor de b* durante todo o periodo de armazenagem (p < 0,05; Apéndice B). O
decréscimo do valor positivo de b* no espaco de cores indica perda de amarelo
(Lawless & Heymann, 1999).

Nas amostras de Valduga (2005), o valor de b* foi reduzido significativamente
ao longo do periodo de armazenagem, mas sem diferenga significativa entre as
embalagens. Nessas amostras, apesar de nédo ter sido confirmada estatisticamente,
foi percebida pelo grafico uma redugéo maior de b* para a embalagem laminada em
relacdo a de papel. Ja para Santos (2004), a coordenada b* foi influenciada
estatisticamente pela embalagem (o autor utilizou trés tipos de embalagens plasticas
diferentes) e também pelo tempo de armazenagem.

Estudando vagens congeladas, Martins & Silva (2002) verificaram que a
coordenada b* exibiu uma taxa de degradacdo mais rapida que a coordenada a*.
Para Weemaes et al (1999), estudando suco de brécolis, a feofitinizagcdo nao afetou
o valor de b* sugerindo que a variacdo deste parametro ocorra por outros
mecanismos de degradacédo da clorofila ou por degradacdo de outros compostos
presentes na amostra. No trabalho de Santos (2004) com erva-mate, os resultados
obtidos para as trés embalagens testadas demonstraram que a embalagem de
polietileno tereftalato apresentou maior estabilidade para manutencdo dos
parametros de cor verde na erva-mate, entre eles o b*, o que o autor justifica pelo
fato de essa embalagem apresentar uma menor taxa de permeabilidade ao oxigénio.

A andlise de correlacdo entre o parametro de cor b* e 0s pigmentos

clorofilicos, assim como ocorreu com o parametro a* (considerando somente a
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embalagem laminada), também apresentou correlacao significativa de b* com
clorofila a, b e total (r = 0,84; r = 0,82 e r = 0,85, respectivamente).

O parametro b* tem mostrado na literatura resultados conflitantes quanto a
sua correlagdo com a concentracdo de clorofila. Em estudo sobre a armazenagem
de erva-mate, Schmalko et al (2005) verificaram que a degradacgao da clorofila ndo
influenciou o parametro b*. Por outro lado, Schmalko & Alzamora (2001) obtiveram
uma correlagdo negativa entre o valor b* e o conteudo de clorofila avaliando a
alteracdo da cor durante o processamento da erva-mate. Ja no estudo de Ihl et al
(1998), o branqueamento de alcachofra por diferentes métodos resultou em reducao

de b*, concomitante com a perda de clorofila.

A Figura 15 localiza no espaco de cores CIELAB os valores das coordenadas
a* e b* obtidos durante o experimento, desconsiderando a luminosidade e

mostrando apenas o quadrante de interesse do plano cartesiano.
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Figura 15 — Localizacao da cor no plano —a* versus b* do espaco de cores

CIELAB, a luminosidade constante. Os dados mostrados representam a
média de trés repeticdes. O rétulo dos dados significa o tempo de armazenagem em
semanas.

Pode-se observar na Figura 15 a diferenca no comportamento da cor ao longo
da armazenagem nas amostras das diferentes embalagens. Percebe-se que para a
embalagem de papel houve uma tendéncia predominante de aproximagéo do zero
na coordenada a*, de forma que a perda de verde somada a pequena perda de
amarelo do eixo b* resulta numa tonalidade verde menos intensa e torna o amarelo
mais proeminente. Ja para a embalagem laminada, observa-se queda acentuada no

valor de b*, além de diminuicdo do -a*, ocorrendo ao mesmo tempo perda
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expressiva de verde e de amarelo, o que resulta em uma cor menos intensa no
verde e no amarelo, e por conseguinte menos amarelada que a erva-mate da

embalagem de papel.

4.3.3. Diferencga total de cor (AE*)

A variacao da diferencga total de cor (AE*) na erva-mate nas duas embalagens
ao longo da armazenagem pode ser observada na Figura 16. A analise de variancia
indicou influéncia significativa (p < 0,01; Apéndice O) da embalagem e do tempo
sobre o valor de AE*, porém o teste de Tukey verificou que ndo houve diferenca
significativa entre as duas embalagens (p < 0,05). Desta maneira, houve um
aumento progressivo da diferenca total de cor durante a armazenagem da erva-

mate, similar para as duas embalagens.
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Figura 16 — Variacao da diferenca total de cor em erva-mate em embalagem de

papel e laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados
mostrados representam a média de trés repeticoes + o desvio padrao.

O AE* é uma fungéao de cor calculada a partir dos valores de L*, a* e b* tendo
por base um valor de referéncia, e foi desenvolvida para se aproximar de uma
diferenga perceptivel ao olho humano (Lawless & Heymann, 1999). Nesse
experimento tomaram-se por referéncia os valores de L*, a* e b* no tempo zero de
armazenagem.

Embora a cor e a perda de clorofila sejam bem correlacionadas, para Martins
& Silva (2002) em vagens congeladas ndo houve correspondéncia linear entre a
diferenca total de cor e as perdas de clorofila. Tal discrepancia entre cor e
concentragao de clorofila é atribuida na maioria dos casos ao fato de que as
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medidas de cor sdo quantitativamente diferentes da determinacdo da massa de
clorofila, porém tem sido apontado que pode estar relacionada a diferentes
mecanismos de degradacado da clorofila entre os tratamentos dos experimentos
(Venning et al, 1989 apud Martins & Silva, 2002).

Conforme a Tabela 2, a contribuicdo dos diferentes parametros sobre a
diferenca total de cor é bastante diferente entre as embalagens, principalmente para
L* e b*. Isso sugere que, apesar de o valor numérico da diferenca total de cor ter
sido semelhante para as embalagens laminada e de papel, 0 mecanismo de
alteracdo da cor e o resultado visual tenham sido bastante diferentes nas amostras
de erva-mate das diferentes embalagens. Portanto, considera-se que AE* nado é
adequado para a comparagao entre as embalagens neste estudo, porém, da uma
idéia da extensao da alteracdo da cor ao longo do tempo durante a armazenagem

da erva-mate.

Tabela 2 — Coeficientes de correlacao e de determinacao entre as coordenadas
de cor L*a*b* e o AE*, para os dois tipos de embalagem utilizadas.

Coeficiente de correlacéo (r) / coeficiente de determinacéo (R®?)’

Embalagem / coordenada L* a* b*
AE* Papel -0.56/ 0,31 -0.99/0,98 -0.68 /0,46
Laminada 0.90/0,81 -0.99/0,98 -0.98/0,96

"nivel de significancia de 1%
4.3.4. Angulo de matiz (h°)

O angulo de matiz é a medida que mais se aproxima do que o ser humano
refere-se como a cor de um objeto (Lawless & Heymann, 1999). Sua variagao
durante a armazenagem pode ser visualizada na Figura 17.

Note-se que os valores encontrados para o0 angulo de matiz estdo
compreendidos entre 90° e 180°, sendo que o angulo de 90° corresponde ao
amarelo e o angulo de 180° ao verde no espaco de cores CIELCH Minolta, 1991).

Houve influéncia significativa do tempo e da embalagem sobre o &ngulo de
matiz (p < 0,01), conforme a anadlise de variancia apresentada no Apéndice M. A
Figura 17 mostra reducao do valor do h° para as duas embalagens ao longo do

tempo, porém uma reducdo mais acentuada para as amostras em embalagem de
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papel. O teste de Tukey verificou que houve diferenca significativa entre as duas
embalagens a partir da quarta semana de armazenagem (p < 0,05; Apéndice C). A
diminuicdo do angulo no plano cartesiano resulta numa aproximagao do amarelo e
consequente distanciamento do verde. Por este raciocinio, constata-se que a erva-
mate tornou-se menos verde e mais amarela com o decorrer da armazenagem,

porém esta transformacao foi mais intensa nas amostras em embalagem de papel.
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Figura 17 — Variacao do angulo de matiz em erva-mate em embalagem de papel
e laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados
mostrados representam a média de trés repeticdes + o desvio padrao.

Situacdo semelhante ocorreu no trabalho de Valduga (2005), em que houve
reducédo do angulo de matiz, o qual foi influenciado significativamente pelo tempo de
armazenagem e pela embalagem. Além do mais, observou-se que a erva-mate em
embalagem de papel também apresentou valores de h° significativamente menores
gue para a laminada.

Para Berset & Caniaux (1983), o angulo de matiz foi altamente correlacionado
com o ranking visual e com o conteudo de clorofila residual em folhas de salsa
desidratada. Em virtude disso, os autores sugeriram que a funcao cromatica angulo
de matiz possa ser usada para predizer a composicao quimica de pigmentos ou a
avaliagdo sensorial da cor em folhas de salsa desidratadas.

A correlacédo entre h° e a concentracédo de clorofila na embalagem laminada
foi positiva, com p < 0,01 (r = 0,85;r = 0,84 e r = 0,82, respectivamente, para clorofila
total, clorofila a e clorofila b). Os coeficientes de correlacdo sdo similares aos
encontrados para as coordenadas de cor a* e b*.

Sweeney & Martin (1958 apud Weemaes et al 1999) sugeriram que a perda
de cor verde deve-se principalmente a feofitinizacao da clorofila a, pois a clorofila a
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tem uma cor descrita como verde-azulada intensa, enquanto a clorofila b é
caracterizada como verde-amarelada (préxima do matiz da feofitina).

Houve correlacdo positiva de h® com a concentragdo de feofitina a das
amostras em embalagem laminada (r = 0,87; p < 0,01), o que significa que uma
reducdo da concentracdo de feofitina estaria relacionada a diminuicédo do angulo de
matiz (afastamento do verde e aproximacdo do amarelo). Todavia, a reagdo de
feofitinizacdo causa uma sensivel mudanca de cor, de um verde-brilhante para um
verde-oliva (Schwartz & Lorenzo, 1990). Essa discrepancia deve-se ao resultado
inesperado da evolucdo da feofitina durante a armazenagem da erva-mate, a qual

pode ser observada na Figura 12.
4.3.5. Croma (C*)

Conforme se observa na Figura 18, o valor de croma diminuiu durante a
armazenagem da erva-mate. Tanto o tempo quanto a embalagem influenciaram
significativamente (p < 0,01; Apéndice N), mas somente a partir da sexta semana
houve diferenca significativa (p < 0,05) entre as duas embalagens utilizadas, o que
foi verificado pelo teste de Tukey (Apéndice C).
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Figura 18 — Variacao do croma em erva-mate em embalagem de papel e

laminada em funcao do tempo de armazenagem. Os dados mostrados
representam a média de trés repeticdes + 0 desvio padrao.

O croma, ou indice de saturagao, é uma funcédo de cor do espaco de cores
CIELCH, o qual faz mencao da concentracao da cor, de forma que, quanto mais
afastado de zero, visualmente percebe-se maior “brilho” da cor.
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Observou-se que o croma decaiu ao longo da armazenagem da erva-mate de
forma significativa, sendo mais acentuado para a embalagem laminada. Esse
resultado provavelmente levou a uma maior “palidez”, ou maior tendéncia ao cinza,
para a erva-mate desta embalagem. Essa aproximacao do cinza também pode ter
ocorrido para as amostras em embalagem de papel, porém em menor extensao.

Nao foram encontradas na literatura determinagdes de croma durante a
armazenagem de erva-mate. lhl et al (1998), estudando diferentes métodos de
branqueamento em alcachofra (microondas, vapor e agua fervente), verificaram que
o tratamento que causou maior perda de pigmentos clorofilicos (vapor) também

apresentou maior reducéao do croma.

4.4. Elucidacao de possiveis mecanismos de degradacao da clorofila e
alteracao da cor durante armazenagem da erva-mate em condic6es ambientais,

nas embalagens papel e laminada

A clorofila é sensivel ao pH, enzimas, oxidacdo, temperatura e luz, e a
velocidade das reacdes € determinada pela atividade de agua do alimento (Bohn &
Walczyk, 2004). Nesse experimento ndo houve exposicdo das amostras a luz
durante a armazenagem e a temperatura foi controlada, de forma que foram
avaliados somente o efeito do pH, enzimas, oxidacao e atividade de agua.

Atividade peroxiddsica nao foi detectada durante todo o periodo de
armazenagem para as amostras das duas embalagens. Atividade enzimatica
residual, devido a tratamento térmico inadequado, € uma das possiveis causas para
perda de clorofila em alimentos processados (Martins & Silva, 2002). No entanto,
tratamentos térmicos eficazes podem levar a perda de atividade enzimatica, de
forma que a degradacdo da clorofila passa a ser afetada somente por fatores
ambientais (Heaton & Marangoni, 1996).

Portanto, dos fatores enumerados como possiveis causadores da degradacao
da clorofila, restou o efeito do pH, atividade de agua e oxidacao sobre a erva-mate.
O pH acido ocasiona a reagao de feofitinizacdo, sendo que a feofitina acarreta em
coloracado verde-oliva no vegetal, e a oxidacdo pode gerar diversos produtos de
degradacdo da clorofila (incolores ou que absorvem em comprimentos de onda
diferentes da clorofila). Diferentes niveis de atividade de agua favorecem a

feofitinizacdo ou a oxidagdo, aumentando ou diminuindo a velocidade dessas
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reacdes, determinando qual delas seja predominante em determinada amostra
(Fennema, 2000).

Como foi comentado anteriormente, a quantificacao dos pigmentos clorofilicos
provavelmente sofreu interferéncias de outros pigmentos. Em virtude disso, para
verificar os possiveis mecanismos de degradacao da clorofila e alteragédo da cor,
optou-se por fazer um estudo da correlacédo entre os parametros de cor e os agentes
de degradacéao da clorofila, ao invés de correlacionar estes com a concentracéo de
pigmentos. Diversos autores tém discutido a vantagem das medicbes objetivas de
cor em relacdo as analises quimicas de pigmentos (Francis, 1995; Martins & Silva,
2002).

A determinacdo da concentracdo de pigmentos pode indicar a extensao de
uma alteracao de cor durante armazenagem, mas nao leva em conta o estado fisico
dos produtos, especialmente caso ocorram coloracdes adicionais durante o
tratamento. Além disso, a extracdo e a analise de pigmentos freqliientemente
apresentam dificuldades. Ao contrario, as técnicas de medicao de cor instrumental
sado de facil manuseio e sao utilizados na pesquisa na area de alimentos com o
objetivo de obter medicdes objetivas da cor (Berset & Caniaux, 1983).

A Tabela 3 apresenta o estudo de correlacédo onde foram cruzados os valores
das coordenadas de cor L*, a* e b* e as fungdes de cor h°, C* e AE* com os valores
de atividade de agua, pH e TBARS obtidas para as duas embalagens durante os

sete periodos de armazenagem.

Tabela 3 — Coeficientes de correlacao entre atividade de agua, pH e TBARS e
as coordenadas de cor L*, a* e b* e as funcoes de cor h°, C* e AE*
para os dois tipos de embalagem e os sete periodos de

armazenagem.
L* (-)a* b* h° c* AE*
atividade | -0.75 0.49 0.32 -0.58 0.00 0.39
de agua (p <0.01) (p <0.01) (p < 0.05) (p < 0.01) (p > 0.05) (p < 0.05)
0.42 0.78 0.83 0.83 0.36 -0.70
PH (p < 0.01) (p < 0.01) (p < 0.05) (p < 0.01) (p < 0.05) (p < 0.01)
0.79 -0.61 -0.92 -0.50 -0.91 0.72
TBARS
(p < 0.01) (p < 0.01) (p < 0.01) (p < 0.01) (p < 0.01) (p < 0.01)
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Na embalagem de papel, as principais alteracdes na cor da erva-mate foram
mudanca de matiz, do verde inicial para um verde mais amarelado, menor
luminosidade (escurecimento) e perda do brilho da cor (reducédo do croma), de verde
brilhante para verde mais acinzentado. Na embalagem laminada, as principais
alteracées na cor foram alteracdo do matiz, do verde inicial para um verde mais
amarelado, aumento na luminosidade (clareamento), e perda do brilho da cor, de
verde brilhante para verde mais acinzentado. Note-se que a alteragdo do matiz foi
mais acentuada na erva-mate em embalagem de papel que em embalagem
laminada, enquanto a perda de brilho foi mais intensa para a embalagem laminada.

Na Tabela 3 observa-se uma maior correlacdo de h° com pH do que com
atividade de agua e TBARS, o que relaciona a diminuicdo de h° com a acidificacao
do pH do produto. Isso sugere que o h° tenha diminuido (se aproximado do amarelo
no espacgo de cores) primordialmente por reagao de feofitinizagdo. O parametro de
cor a* também teve boa correlagdo com o pH (Tabela 3), o que o associa também
com a feofitinizacdo. Dessa forma, teria ocorrido feofitinizagdo nas duas
embalagens, por ter havido reducdo significativa de h° e a* ao longo da
armazenagem em todas as amostras (teste de Tukey com p < 0,05; Apéndices C e
B). Contudo, a provavel feofitinizacao foi mais pronunciada na embalagem de papel,
devido aos valores de pH, h° e a* terem reduzido significativamente mais nessa
embalagem ao longo do tempo (p < 0,05; Apéndices A, C e B).

O pH dos vegetais é resultado dos acidos provenientes do conteddo vacuolar
das células (Fennema, 2000). Segundo Tijskens et al (2001), quanto mais acido
(menor) o pH do meio, mais rapida é a descoloracdo de vegetais clorofilados. Como
as taxas da reacéao de feofitinizacdo sdo geralmente maiores que de outras rotas de
degradacao da clorofila, considera-se que esse é 0 mais importante mecanismo de
destruicdo da clorofila durante o processamento de alimentos (Martins & Silva,
2002).

A andlise estatistica também evidenciou que houve correlagéo entre atividade
de agua e pH (r = -0,83; p < 0,01), o que indica que 0 aumento da atividade de agua
contribuiu com a reducao do pH nas amostras. Isso é coerente com o fato de que a
correlacado negativa entre atividade de agua e h° foi significativa (p < 0,01; Tabela 3).
Segundo Schwartz & Lorenzo (1990), a perda de clorofila por feofitinizacao pode ser
retardada quando o conteudo de umidade dos vegetais ou a atividade de agua sao
reduzidos.
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Schmalko et al (2005) verificaram dependéncia da atividade de agua na taxa
de degradacao da clorofila, em especial da clorofila a, durante armazenagem de
erva-mate. Foi evidenciado que a velocidade da degradacdo aumentava com o
aumento da atividade de agua, desde que esta fosse maior que 0,30.

A alta correlacao entre o parametro de cor b* e o nivel de TBARS (Tabela 3)
supde que a reducdo de b* tenha sido causada primordialmente por reacbes de
oxidacao. Os resultados obtidos por Santos (2004) em erva-mate corroboram com
esta hipétese, pois houve diminuicdo maior de b* nas amostras que tiveram maior
disponibilidade de oxigénio. Dessa forma, pode-se dizer que na embalagem
laminada o provavel efeito da oxidacao sobre b* teve maior importancia que na de
papel, pois as amostras desta embalagem apresentaram estatisticamente maior
reducéo de b* e elevacdo de TBARS, em relacédo a de papel (p < 0,05; Apéndices B
e A). Somando-se a isso, sugere-se que tenha sido a oxidacdo o motivo da reducao
inesperada da concentracdo de feofitina no comeg¢o da armazenagem nas duas
embalagens, o que teria ocasionado a redugéo de b* nas amostras (Figura 12).

Conforme a Tabela 3, houve também correlagdo significativa de b*, porém
menor (p < 0,05), com o pH. Todavia, considerando-se a conclusdo de Weemaes et
al (1999) de que a feofitinizagdo em suco de brécolis ndo afetou o valor de b*, é
reforcada a hipotese de que a oxidagao primordialmente tenha influenciado b* nas
amostras de erva-mate. Além do mais, no espaco de cores CIELAB, a reducao de b*
significa afastamento do amarelo, de forma que se a feofitinizacdo sabidamente leva
ao amarelamento do produto (Fenemma, 2000), ndo seria I6gico uma reducéo de b*
(diminuicdo do amarelo).

A luminosidade (L*) apresentou coeficientes de correlagdo proximos para
atividade de agua e TBARS, conforme a Tabela 3. Note-se que n&o houve
correlacao significativa entre atividade de agua e TBARS (p > 0,05), o que concorda
com a suposicdo de que a elevacado ou a reducao de L*, em amostras diferentes,
tenha ocorrido por causas distintas. A relagcdo entre luminosidade e atividade de
agua € inversamente proporcional, de forma que aumentando a atividade de agua
ocorreu concomitantemente reducdo de L*. Este fato confere com a hipbtese de
desenvolvimento da reagao de Maillard na erva-mate em embalagem de papel, onde
houve ganho significativo de umidade e consequiiente aumento da atividade de agua,

0 que teria levado ao escurecimento da amostra.
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Por outro lado, a relacédo entre luminosidade e TBARS, dada pela Tabela 3, é
coerente com o aumento de L* na embalagem laminada, a qual também apresentou
niveis de oxidacao lipidica significativamente maiores (p < 0,05; Apéndice A). Isto
sugere que o clareamento da amostra pode ter ocorrido pela oxidacao de pigmentos.

Conforme a Tabela 3, houve uma correlagcdo muito alta entre C* e TBARS, ja
entre C* e pH a correlacao, apesar de significativa (p < 0,05), foi muito baixa. Pode-
se a partir disto relacionar a perda do brilho da cor com a oxidagao lipidica, a qual
possivelmente ocasionou a oxidacado de pigmentos clorofilicos. Segundo Lajolo et al
(1971), compostos sem o caracteristico espectro de absor¢ao da clorofila podem ser
formados sob a acdo da peroxidacao lipidica, os quais podem ser incolores. Isto
confere com a diferenca observada entre as embalagens usadas no experimento,
pois a perda de brilho (reducdo do C*) e o nivel de oxidagdo lipidica foram
significativamente maiores (p < 0,05) para a embalagem laminada que para a de
papel (Apéndices C e A).

Recentes estudos sobre a armazenagem da erva-mate tipo chimarrdo
chamam a atencdo para a importancia da oxidagcao na alteracdo da sua cor. Santos
(2004) verificou que a oxidagédo determinou diferentes niveis de alteracdo de cor em
erva-mate durante armazenagem em trés tipos de embalagens plasticas. Nao houve
diferenga significativa entre as embalagens na atividade de agua das amostras,
porém havia diferenca na disponibilidade de oxigénio ao produto. As amostras com
maior contato com oxigénio foram as mais alteradas na sua cor, bem como na
concentracao de clorofila. O estudo de Sordi et al (2003), avaliando o efeito do tipo
de atmosfera, da pressao interna inicial e do tempo de armazenagem na cor da erva-
mate (tipo chimarrdo), constatou que quanto maior for o nivel de vacuo, menor é a
degradacao da cor na erva-mate.

O AE* correlacionou-se significativamente (p < 0,01) com pH e com TBARS,
apresentando coeficientes de correlacdo muito préximos (Tabela 3). Isto corrobora
com o fato de que a alteracao total da cor nas amostras de erva-mate deveu-se tanto
a feofitinizagcdo quanto a oxidacdo, porém em contribuicdes diferentes entre as
embalagens.
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5. CONCLUSAO

Ap6s 12 semanas de armazenagem da erva-mate tipo chimarrdo em

condi¢coes ambientais, nas embalagens laminada e de papel, conclui-se que:

A) Em relacdo a evolucdo da umidade, atividade de agua, pH, oxidacao

lipidica e atividade enzimatica na erva-mate armazenada:

Nao foi detectada atividade residual da peroxidase na erva-mate, o que
descartou a possibilidade de atividade enzimatica durante a
armazenagem;

Houve absorcdo de umidade e conseqglente aumento da atividade de
agua ao longo do tempo para a embalagem de papel, enquanto para a
embalagem laminada houve aumento significativo da atividade de agua
apesar de nao ter ocorrido absorcao significativa de umidade;

Houve reducdo do pH para as duas embalagens ao longo da
armazenagem, sendo esta mais acentuada para a embalagem de
papel;

Ocorreu aumento significativo da oxidacao lipidica para as duas
embalagens, especialmente para a laminada.

B) Com relagdo aos pigmentos clorofilicos:

Houve degradacdo da clorofila a e b, fato este confirmado pelos
resultados de cor;

Nao foi possivel concluir sobre a influéncia individual das duas formas
da clorofila, a e b, na alteracéo da cor;

Nao foi possivel concluir sobre a evolucao da feofitina e sua influéncia
na alteragcéo da cor;

Possivelmente foram formados produtos do escurecimento nao
enzimatico na embalagem de papel, os quais podem ter interferido na
determinacao dos pigmentos clorofilicos.

C) Quanto a analise instrumental de cor (sistemas CIELAB e CIELCH):

Na embalagem de papel, as principais alteragdes na cor foram reducao
de h° (do verde inicial para um verde mais amarelado), reducdo de L*
(escurecimento) e reducdo de C* (perda do brilho da cor, de verde
brilhante para verde mais opaco);
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Na embalagem laminada, as principais alteracbes na cor foram
reducdo de h° (do verde inicial para um verde mais amarelado),
aumento de L* (clareamento), e reducao de C* (perda do brilho da cor,
de verde brilhante para verde mais opaco);

A alteracao do matiz (h°) foi mais acentuada na erva-mate em
embalagem de papel que em embalagem laminada, enquanto a perda
de brilho (C*) foi mais intensa para a embalagem laminada.

Quanto as coordenadas a* e b* na embalagem de papel houve
reducédo de -a* (diminuicdo do verde) e reducao de b* (diminuicao do
amarelo), resultando num verde menos intenso e com o0 amarelo mais
proeminente que a amostra inicial;

Para a embalagem laminada, houve redug¢édo no valor de -a* e queda
acentuada do b* (perda de verde e perda de amarelo,
respectivamente), o que resulta em um verde menos intenso e mais
amarelado que o inicial, porém menos amarelado que a erva-mate da

embalagem de papel.

D) Elucidando possiveis mecanismos de alteracdo de cor e degradacido da

clorofila durante a armazenagem, sugere-se que:

A reducgdo do h° e de a* tenha ocorrido primordialmente por reacédo de
feofitinizacdo, ocasionando alteracdo do verde inicial para um verde
mais amarelado;

O aumento da atividade de agua tenha contribuido com a reducao do
pH, favorecendo a feofitinizacao, e, portanto, a alteracdo do h° e de a*;
A reducdo de b* tenha sido causada basicamente por reacdes de
oxidacao, levando a uma perda de amarelo;

Oxidacao tenha ocasionado a redugcao de b* e diminuicao da feofitina
nas primeiras semanas de armazenagem,;

A luminosidade (L*) tenha sido influenciada pela atividade de agua e
pela oxidagdo, de forma que o aumento da atividade de agua tenha
levado a reducao (escurecimento) e a oxidagao tenha causado o seu

aumento (clareamento);
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Escurecimento ndo-enzimatico tenha participado na alteracdo da cor
(escurecimento), o que teria ocorrido pela elevacdo da atividade de
agua;

A oxidacao lipidica tenha ocasionado a oxidacdo de pigmentos
clorofilicos, levando a reducao do C* (perda de saturacéo ou brilho da
cor);

A variacao total de cor tenha sido influenciada tanto por oxidacao
quanto por feofitinizacao;

As reagbes de degradagdo da clorofila predominantes tenham sido
feofitinizacdo na embalagem de papel e feofitinizacdo e oxidacado na

embalagem laminada.
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APENDICE A - Analise estatistica do efeito da embalagem e do tempo de armazenagem sobre umidade, atividade de agua,
TBARS e pH. Teste de Tukey, com p < 0,05.

Umidade (%) Atividade de 4gua (nnrgg'?ﬁ_s_)
Semanas papel laminado papel laminado papel laminado papel laminado
0 4,82 +0,16° 484+0,10°  0,41+0,01°" 039+0,003 13055+3,11° 126,67+4,62° 587+0,03*  590+0,01°
2 7,48 +0,14° 4,90 +0,11¢ 0,62+0,01%  041+0,004> 130,85+3,82" 132,19+3,09° 5,83+0,01°*" 587+0,01%°
4 10,31 £0,66°  4,95+0,09° 0,71 +0,02°° 0,40 +0,004>' 122,99+4,38° 132,95+6,25° 577+0,01%"  585+0,02*°°
6 10,36 +0,44° 4,80 +0,10° 0,74 +,01*®  0,44+0,004° 133,29+2,95° 15339+2,04° 5,78+0,02*®" 587 +0,03*"
8 10,46 £0,69°  515+0,10° 0,71 +0,02°° 0,43+0,003%" 14546 +4,02° 183,34+233° 574+0,01"9 584+0,01°°
10 11.92+0,69*°  5.22+0,07° 0.77+0,02*°  0.44 +0,006° 146.79+1,74° 199.16+3,47° 571+0,019 581+0,01%%°
12 9.68 +0,70" 5.17 +0,08° 0.68 £0,04°  0.44+0,004° 154.15+267° 204.66+558* 571+0,02° 581 +0,01°%°

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as duas embalagens e os sete momentos de analise.
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APENDICE B - Analise estatistica do efeito da embalagem e do tempo de armazenagem sobre as coordenadas L*, a* e b*
do sistema CIELAB. Teste de Tukey, com p < 0,05.

Semanas

papel
49,26 +0,21°
48,09 + 0,24%°
47,60 + 039°
47,86 +0,28°
48,04 +0,27°¢
47,51 +0,55°
48,14 +0,44°¢

laminado
49,38 +0,21°
48,72 +0,15°¢
49,01 +0,08°
49,50 +0,10°
50,45 + 0,05°
51,32 +0,23°
51,47 +0,10%

papel
13,20 £ 0,16’
-11,98 + 0,02"
-10,51 +0,15'
-8,91 + 0,25°
-7,55 +0,05°
-6,60 + 0,27°
-5,90 +0,13?

laminado
-13,27 + 0,09
-12,50 + 0,23"
-11,06 + 0,30°
-9,82 +0,05°
-8,70 + 0,22°
-7,87 +0,17°
-7,02 +0,07°

papel
29,33 +0,31%°
28,69 +0,12°
28,86 + 0,06°
28,87 +0,13°
28,88 + 0,09°°
28,64 + 0,09°¢
28,46 + 0,15%¢

laminado
29,54 +0,16°
28,86 + 0,13°
28,20 +0,10%°
27,81 +0,05°
27,06 + 0,20'
26,32 + 0,20°
24,88 +0,12"

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as duas embalagens e os sete momentos de analise.
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APENDICE C - Analise estatistica do efeito da embalagem e do tempo de armazenagem sobre as funcdes de cor h°, C* e
AE* dos sistemas CIELAB e CIELCH. Teste de Tukey, com p < 0,05.

he c* AE*

Semanas papel laminado papel laminado papel laminado
0 114.22 + 0,05° 114.20 + 0,04° 32.16 + 0,34° 32.38+0,18° 0 + 0,00’ 0+ 0,00
2 112.65+0,12° 113.42+0,31*®  31.09+0,10°° 31.45 +0,20° 1.82+0,21" 1.23 +0,09"
4 110.01 £0,26°  111.41 +0,50°  30.71 +0,08°¢  30.29 + 0,18%° 3.21 +0,22" 2.63 +0,22°
6 107.15+0,53*"  109.45+0,08°  30.21 +0,06°®  29.49 + 0,06"° 4.55 + 0,40° 3.86 +0,15°
8 104,66 +0,12" 107,82 +0,31° 29,85 + 0,08%" 28,42 +0,26" 5,80 +0,18° 5,31 + 0,35°
10 102,98 + 0,47 106,64 +0,25° 29,39 +0,15"° 27,47 +0,23' 6,87 + 0,40°° 6,59 + 0,22°
12 101,71 £0,200 105,76 + 0,09° 29,06 +0,17° 25,85+0,14 7,44 +0,22%° 8,07 + 0,072

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as duas embalagens e os sete momentos de analise.



APENDICE D - Analise estatistica do efeito da embalagem e do tempo de armazenagem sobre a concentracdo de clorofila

a, clorofila b e clorofila total. Teste de Tukey, com p < 0,05.

Clorofila a' Clorofila b’ Clorofila total'
Semanas papel laminado papel laminado papel laminado
0 2,98 +0,09° 2,94 +0,05° 1,05 + 0,02° 1,07 +0,01° 4,04 +0,11° 4,00 + 0,05°
2 2,15 + 0,04°¢ 2,15 + 0,03°¢ 0,90 + 0,03° 0,90 + 0,02° 3,05 + 0,07°¢ 3,05 + 0,05°¢
4 1,89 + 0,05%° 1,63 + 0,05%"¢ 0,86 + 0,01°° 0,84 + 0,02°° 2,74 +0,06%% 247 +0,07"
6 1,92 +0,13%¢ 1,57 +0,08" 0,84 + 0,05°° 0,88 +0,03° 2,75 +0,18%%" 2,45 +0,11"
8 295+0,112 1,78 +0,18° 0,61 +0,06° 0,84 +0,04° 3,56 +0,14° 2,62+0,16°
10 256+0,18° 1,46 +0,10%" 0,62 +0,03° 0,76 + 0,04°° 3,18+ 0,17° 2,22 +0,13%"
12 231 +0,11°° 1,19 +0,02" 0,63 + 0,02° 0,77 + 0,02° 2,94 +0,13%%¢ 1,96 +0,03"

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as duas embalagens e os sete momentos de analise.

"' mg/g (b.s.)
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APENDICE E - Analise estatistica do efeito da embalagem e do tempo de armazenagem sobre a concentracdo de feofitina
a, feofitina b e feofitina total. Teste de Tukey, com p < 0,05.

Feofitina a' Feofitina b’ Feofitina total’
Semanas papel laminado papel laminado papel laminado
0 4,61+0,15° 4,55 + 0,06° 2,21 +0,05° 2,16 + 0,05° 6,81 + 0,202 6,72 +0,11°
2 3,38 + 0,09° 3,38 + 0,04° 1,76 + 0,04° 1,81 £ 0,06° 5,14 + 0,12°¢ 5,19 + 0,09°
4 3,13 + 0,06°¢ 2,66 + 0,08° 1,46 + 0,06°° 1,46 + 0,04%° 4,60 +0,11° 4,12 +0,12"e"
6 3,07 +0,18°¢ 2,44 +0,13°% 1,54 +0,10°° 1,63 + 0,06°° 4,61 + 0,28%¢ 4,06 +0,19%"
8 4,75 + 0,092 2,73 +0,25%¢ 1,21 +0,08° 1,75 + 0,09° 5,96 +0,17° 4,48 +0,33%"¢
10 4,74 +0,122 221 +0,12" 0,98 + 0,02' 1,45 + 0,04%° 5,72 +0,13° 3,66 +0,17™
12 3,97 + 0,25° 1,87 +0,03° 0,99 + 0,06' 1,37 + 0,04%° 4,97 + 0,20%%¢ 3,23 + 0,05

Letras diferentes correspondem a diferencas significativas entre as duas embalagens e os sete momentos de analise.

"' mg/g (b.s.)
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APENDICE F - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo de

armazenagem sobre a umidade.

Analysis of variance Procedure

Dependent variable: UMIDADE %

Ssum of Mean
source DF squares Square F value Pr > F
Model 13 295.02372381 22.69413260 126.74 0.0001
Error 28 5.01366667 0.17905952
Corrected Total 41 300.03739048
R-Square C.V. Root MSE UMIDADE Mean
0.983290 5.921396 0.4231543 7.1461905
Source DF Anova SS Mean Square F Value Pr > F
EMB 1 193.02860952 193.02860952 1078.01 0.0001
TEMPO 6 55.31135714 9.21855952 51.48 0.0001
EMB*TEMPO 6 46.68375714 7.78062619 43.45 0.0001
APENDICE G - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo
armazenagem sobre a atividade de agua.
Analysis of variance Procedure
Dependent variable: AW atividade de agua
Sum of Mean
Source DF Ssquares Square F value Pr > F
Model 13 0.87376190 0.06721245 276.76 0.0001
Error 28 0.00680000 0.00024286
Corrected Total 41 0.88056190
R-Square C.V. Root MSE AW Mean
0.992278 2.873234 0.0155839 0.5423810
Source DF Anova SS Mean Square F value Pr > F
EMB 1 0.60960952 0.60960952  2510.16 0.0001
TEMPO 6 0.16752857 0.02792143 114.97 0.0001
EMB*TEMPO 6 0.09662381 0.01610397 66.31 0.0001
APENDICE H - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo
armazenagem sobre a concentracao de TBARS.
Analysis of variance Procedure
Dependent Vvariable: TBARS nmol/g (b.s.)
sum of Mean
Source DF squares Square F value Pr > F

de

de



Mode
Error

Corrected Total

source

EMB
TEMPO
EMB*TEMPO

13
28
41
R-Square

0.985300

DF

[exNer)

28443.476181
424.366067
28867.842248
C.V.
2.599790

Anova SS

6067.215238
17570.251981
4806.008962

2187.959706
15.155931

Root MSE
3.8930619

Mean Square

6067.215238
2928.375330
801.001494

144.36 0.0001
TBARS Mean
149.74524

F value Pr > F
400.32 0.0001
193.22 0.0001
52.85 0.0001

APENDICE | - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo

armazenagem sobre o pH.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: PH

source
Mode
Error

Corrected Total

source

EMB
TEMPO
EMB*TEMPO

DF
13
28
41
R-Square

0.945401

DF

[ex Yol

Sum of
squares

0.14545000
0.00840000
0.15385000
C.V.
0.297859

Anova SS

.06171667
.07606667
.00766667

[eleXe]

Mean
square

0.01118846
0.00030000

Root MSE
0.0173205

Mean Square

0.06171667
0.01267778
0.00127778

F value Pr > F
37.29 0.0001
PH Mean

5.8150000

F value Pr > F
205.72 0.0001
42.26 0.0001
4.26 0.0036

APENDICE J - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo
armazenagem sobre a coordenada L*.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: L L*

source
ModeT
Error

Corrected Total

source

DF
13
28
41
R-Square

0.969175

DF

Sum of
Ssquares

66.23923095
2.10673333
68.34596429
C.V.
0.559527

Anova SS

Mean
Square

5.09532546
0.07524048

Root MSE
0.2743000

Mean Square

F value Pr > F
67.72 0.0001

L Mean

49,023571

F value Pr > F

98

de

de



EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

38.19053571
11.52168095
16.52701429

38.19053571
1.92028016
2.75450238

507.58
25.52
36.61

APENDICE K - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a coordenada a*.

Analysis of variance Procedure

Dependent variable: A a*

Source DF
Mode 13
Error 28
Corrected Total 41

R-Square

0.996446
Source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

Sum of
squares

243.66281190
0.86900000
244.53181190
C.V.
-1.828614

Anova SS

6.69602143
235.28732857
1.67946190

Mean
Square

18.74329322
0.03103571

Root MSE
0.1761696

Mean Square

6.69602143
39.21455476
0.27991032

F value

603.93

F value

215.75
1263.53
9.02

APENDICE L - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a coordenada b*.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: B b*

Source DF
Model 13
Error 28
Corrected Total 41

R-Square

0.990184
Source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

Sum of
squares

64.07921190
0.63526667
64.71447857
C.V.
0.534689

Anova SS

17.65411667
29.33139524
17.09370000

Mean
square

4.92917015
0.02268810

Root MSE
0.1506257

Mean Square

17.65411667
4.88856587
2.84895000

F value
217.26

F value

778.12
215.47
125.57

0.0001
0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F

0.0001

A Mean

-9.6340476

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F
0.0001

B Mean

28.170714

Pr > F

0.0001
0.0001
0.0001

99

de

de
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APENDICE M - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo de

armazenagem sobre h°.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: H h*

Sum of Mean
source DF squares Square
Model 13 666.47376429 51.26721264
Error 28 2.31553333 0.08269762
Corrected Total 41 668.78929762

R-Square C.V. Root MSE
0.996538 0.264506 0.2875719
source DF Anova SS Mean Square
EMB 1 50.22773571 50.22773571
TEMPO 6 595.00761429 99.16793571
EMB*TEMPO 6 21.23841429 3.53973571

F value
619.94

F value

607.37
1199.16
42.80

APENDICE N - Analise de variancia do efeito da embalagem e

armazenagem sobre C*.

Analysis of variance Procedure

Dependent variable: ¢ C*
Ssum of Mean
Source DF squares Square
Model 13 124.66521190 9.58963168
Error 28 0.90140000 0.03219286
Corrected Total 41 125.56661190
R-Square C.V. RoOt MSE
0.992821 0.601166 0.1794237
source DF Anova SS Mean Square
EMB 1 10.91400238 10.91400238
TEMPO 6 99.26309524 16.54384921
EMB*TEMPO 6 14.48811429 2.41468571

F value

297.88

F value

339.02
513.90
75.01

APENDICE O - Analise de variancia do efeito da embalagem e

armazenagem sobre AE*.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: DELTAE delta E*

Ssum of Mean
Source DF squares Square
Model 13 286.15998095 22.01230623

F value

414.79

Pr > F
0.0001

H Mean

108.72024

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F

0.0001

C Mean

29.845952

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F

0.0001

de

de



Error 28
Corrected Total 41

R-Square

0.994834
source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

1.48593333
287.64591429
C.V.
5.620671

Anova SS

0.85714286
283.34801429
1.95482381

0.05306905

Root MSE
0.2303672

Mean Square

0.85714286
47.22466905
0.32580397

F value

16.15
889.87
6.14

APENDICE P - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a concentracao de clorofila a.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: CHLA
Source DF
Model 13
Error 28
Corrected Total 41
R-Square
0.979418
Source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

mg/g (b.s.)
Sum of
squares
13.22238095
0.27786667
13.50024762
C.V.

4.731926

Anova SS

.54380952
.14058095
.53799048

NN W

Mean
Ssquare

1.01710623
0.00992381

Root MSE
0.0996183

Mean Square

3.54380952
1.19009683
0.42299841

F value
102.49

F value

357.10
119.92
42.62

APENDICE Q - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a concentracao de clorofila b.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: CHLB
Source DF
Model 13
Error 28
Corrected Total 41
R-Square
0.963822
Source DF
EMB 1

TEMPO 6

mg/g (b.s.)
Sum of
squares
0.78325000
0.02940000
0.81265000
C.V.

3.927722

Anova SS

0.06482143
0.63740000

Mean
Square

0.06025000
0.00105000

Root MSE
0.0324037

Mean Square

0.06482143
0.10623333

F value
57.38

F value

61.73
101.17
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DELTAE Mean

4.0985714

Pr > F
0.0004

0.0001
0.0003

do tempo de

Pr > F
0.0001

CHLA Mean
2.1052381

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo de

Pr > F
0.0001

CHLB Mean
0.8250000

Pr > F

0.0001
0.0001



EMB*TEMPO 6 0.08102857 0.01350476 12.86

APENDICE R - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a concentracao de clorofila total.

Analysis of variance Procedure

Dependent Variable: CHLT mg/g (b.s.)
Sum of Mean

source DF squares Square F value
Model 13 14.78241190 1.13710861 88.62
Error 28 0.35926667 0.01283095
Corrected Total 41 15.14167857

R-Square C.V. Root MSE

0.976273 3.865058 0.1132738
Ssource DF Anova SS Mean Square F value
EMB 1 2.63000238 2.63000238 204.97
TEMPO 6 10.35342857 1.72557143 134.49
EMB*TEMPO 6 1.79898095 0.29983016 23.37

APENDICE S - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a concentracao de feofitina a.

Analysis of variance Procedure

Dependent variable: PHEA mg/g (b.s.)
Sum of Mean

Source DF squares Ssquare F value
Model 13 37.84659048 2.91127619 155.78
Error 28 0.52326667 0.01868810
Corrected Total 41 38.36985714

R-Square C.V. Root MSE

0.986363 4.029183 0.1367044
source DF Anova SS Mean Square F value
EMB 1 13.10408571 13.10408571 701.20
TEMPO 6 14.47785714 2.41297619 129.12
EMB*TEMPO 6 10.26464762 1.71077460 91.54

0.0001

do tempo

Pr > F
0.0001

CHLT Mean
2.9307143

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F

0.0001

PHEA Mean

3.3928571

Pr > F

0.0001
0.0001
0.0001
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APENDICE T - Analise de variancia do efeito da embalagem e do tempo de

armazenagem sobre a concentracao de feofitina b.

Analysis of variance Procedure



Dependent Variable: PHEB
Source DF
Model 13
Error 28
Corrected Total 41
R-Square
0.980822
Source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

mg/g (b.

oOh~O

s.)
Sum of
Ssquares

.31218095
.10386667
.41604762

C.V.
3.917375

Anova SS

.46937143
.31011429
.53269524

Mean
Square

0.40862930
0.00370952

Root MSE
0.0609059

Mean Square

0.46937143
0.71835238
0.08878254

F value
110.16

F value

126.53
193.65
23.93

APENDICE U - Analise de variancia do efeito da embalagem e
armazenagem sobre a concentracao de feofitina total.

Analysis of variance Procedure

Dependent Vvariable: PHET
Source DF
Mode 13
Error 28
Corrected Total 41
R-Square
0.980948
Source DF
EMB 1
TEMPO 6
EMB*TEMPO 6

mg/g (b.

44.

s.)
Sum of
Squares

50899048

.86446667
45.

37345714
C.V.
3.551736

Anova SS

.61334286
.53152381
.36412381

Mean
Square

3.42376850
0.03087381

Root MSE
0.1757094

Mean Square

8.61334286
4.92192063
1.06068730

F value

110.90

F value

278.99
159.42
34.36

Pr > F
0.0001

PHEB Mean
1.5547619

Pr > F
0.0001

0.0001
0.0001

do tempo

Pr > F

0.0001

PHET Mean

4.9471429

Pr > F

0.0001
0.0001
0.0001
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