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RESUMO

A erva-mate, llex paraguariensis A. St.- Hil., € uma planta originaria da América do Sul,
consumida habitualmente na Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil. O género llex é
formado por aproximadamente 400 espécies vegetais, que crescem como arvores. Do
|. paraguariensis podem ser obtidos o composto de erva-mate, a erva-mate para
chimarrao, o tereré, o cha-mate, além de outras bebidas e produtos cosméticos. O
presente estudo teve como objetivo caracterizar os compostos bioativos do material
resinoso, originado pela acéo das facas da chipiadeira, no processamento das folhas e
dos ramos da erva-mate. Foi realizada a determinacdo das caracteristicas fisica,
organoléptica, fisico-quimica e a prospecgao fitoquimica. Foram avaliadas a
atividades hemolitica e antimicrobiana, ambas segundo a técnica de difusdo em agar,
como também a atividade antioxidante utilizando métodos do complexo fosfomolibénio
e de reducgado do radical DPPH. Ainda foi quantificado o conteudo de clorofila. O
material resinoso apresentou odor caracteristico de erva-mate, residuo mineral fixo
com teor superior ao descrito para as folhas, mas semelhante ao de subprodutos
originarios dos pds de secadores de moinhos ervateiros. O teor de nitrogénio foi de
1,26%. A analise dos componentes minerais por espectrofometria de absorgao atbmica
forneceu resultados diferenciados em relagdo ao descrito para as folhas, assim como
elevado teor de sélidos. Na pesquisa de fitocompostos do extrato aquoso do material
resinoso de . paraguariensis, os resultados foram positivos para saponinas, taninos e
aminogrupos. Para o extrato hidroalcodlico, investigado na mesma concentragédo, o
resultado positivo foi para alcalbides, flavondides, saponinas, taninos e aminogrupos,
sendo que taninos e compostos fendlicos, alcaldides e saponinas foram confirmadas
por CCD e particularmente as metilxantinas foram confirmadas por CLAE. Por meio
dos testes de cilindro e de disco em meio de agar sangue, foi verificada auséncia de
atividade hemolitica e atividade antimicrobiana, a partir de diferentes fragdes organicas
analisadas. Foi encotrado um valor de 68% de atividade antioxidante pelo método do
complexo fosfomolibdénio em relacdo a quercetina. Na avaliacdo da atividade
antioxidante, empregando-se o radical DPPH, foi possivel verificar que o extrato
aquoso do material resinoso apresentou valor superior nas fragdes acetato de etila e
butandlica. No material resinoso, foi observado ainda um conteudo de clorofila
elevado, considerando os solventes estudados. Considerando os resultados relativos
da presenca de componentes minerais, de compostos bioativos e do teor de clorofila
elevado, é possivel sugerir a utilizagdo do material resinoso de I. paraguariensis como
fonte de extragdo do corante e emprego na atividade antioxidante.

Palavras-chave: erva-mate, llex paraguariensis A. St.-Hil.; compostos bioativos;
material resinoso; atividade antioxidante.



ABSTRACT

The yerba maté, llex paraguariensis A. St.-Hil., is a plant originated in South America,
usually consumed in Argentina, Paraguay, Uruguay, and Brazil. The llex gender is
formed by approximately 400 vegetal species, the growth of which is like a tree. From
the I. paraguariensis one can obtain the maté herb compost, the herb for chimarréo
(infusion with hot water), for tereré (drink with very cold water), for a tealike drink, as
well as other drinks and cosmetic products. The present study has the purpose of
characterizing the bioactive compounds of the resinous material resulted from the
action of the chipping knives when processing yerba maté leaves and branches.
Physical, organoleptical, and physical-chemical characteristics were determined;
phytochemical prospection was concluded. The hemolytic and anti-microbial properties
were evaluated, both by the agar diffusion technique, and the antioxidant activity was
analyzed by using phosphomolibdenium complex methods and reduction of the DPPH
radical. Chlorophyll content was also quantified. The resinous material presented the
characteristic odor of the maté herb, a fixed mineral residue with content superior to
that described for the leaves, but similar to the subproducts originated from the powder
in the dryers of the maté mills. Nitrogen content was 1.26%. The analysis of the mineral
components, with use of atomic absorption spectrophotometry, supplied different
results as to those described for the leaves, as well as a high content of solids. In the
study of phytocompounds present in the liquid extract from the [ paraguariensis
resinous material, results were positive for saponins, tanines, and amino groups.
Investigated in the same concentration, the hydroalcoholic extract showed positive
results for alkaloids, phlavonoids, saponins, tanines, and amino groups. The tanines
and phenolic compounds, alkaloids and saponins were confirmed by CCD; the
methylxanthines were confirmed by CLAE. Via cylinder and disc tests, in blood agar,
the absence of hemolytic and anti-microbial activity was confirmed in the different
organic fractions analyzed. An antioxidant count of 68% related to quercetin was found
using the phosphomolibdenium complex method. When evaluating the antioxidant
activity by using the radical DPPH, it was possible to verify that the liquid extract from
the resinous material presented higher values in the ethyl acetate and butanolic
fractions. A high content of chlorophyll was also observed in the resinous material when
considering the solvents under study. Considering the results related to the presence of
mineral components, of bioactive compounds, and the high content of chlorophyll, it is
possible to suggest the use of I. paraguariensis resinous material as a font of colorant
extraction and in the antioxidant activity.

Key words:.yerba mate; llex paraguariensis A. St.- Hil.; bioactives compounds;
antioxidant activity; resinosous material.
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1 INTRODUGAO

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. - Hil.) € uma arvore de médio porte, que
floresce entre os meses de setembro a dezembro, tendo a maturagao de seus frutos de
janeiro a abril. Na sua industrializagdo sao utilizadas folhas que segundo Scucato
(1998), é a parte do vegetal que contém a maior concentragdo dos principios ativos,
peciolos e ramos finos.

A erva-mate esta distribuida no Brasil nos Estados do Parana, Santa Catarina,
Rio Grande do Sul, em algumas areas do Mato Grosso do Sul e ainda no Paraguai,
Argentina e Uruguai (Da CROCE, 2002), e a bebida obtida a partir de suas folhas tem
profundo significado cultural e € venerada nessas localidades. A importancia cultural da
preparagdo da erva-mate (chimarrdo) tem sido comparada a cerimdnia do cha na
cultura japonesa e € de conhecimento que nos paises da América do Sul, extratos
aquosos de llex paraguariensis A. St.- Hil sdo consumidos numa razdo de mais de um
litro por dia por milhdes de pessoas (MOSIMANN, WILHELM e SILVA, 2006).
Substancias quimicas presentes na erva-mate fazem parte de um grupo de compostos
peculiares que sao utilizados devido a uma imagem de tradicdo associada a forga e
mistica. A erva-mate contém alcaldides (cafeina, teofilina e teobromina), taninos,
acidos félico e caféico, vitaminas, sais minerais, proteinas, glicidios e lipidios

Para a elaboragcédo da erva-mate emprega-se as etapas de colheita, sapeco,
secagem, canheamento, estacionamento e a moagem que podem originar produtos e
subprodutos/residuos.

Os principais produtos derivados da erva-mate sao chimarréo, o tereré, o cha
mate tostado natural, o cha mate soluvel e chas saborizados, o concentrado de mate
tostado natural, o xarope de mate tostado natural, e segundo Contreras (2007) dos
subprodutos industriais (pdés e palitos) podem ser extraidas substancias de importante
valor comercial como clorofila, polifendis e cafeina. Em alguns casos os subprodutos
podem se transformar em um problema para a industria ervateira, ou ainda podem
apresentar emprego na industria de carvao (GONCALVES et al., 2007) e o uso como
fertilizante (BRISOLARA et al., 2004).

Particularmente entre as etapas de sapeco e secagem no processamento da
erva-mate pode estar localizada a chipiadeira, onde ocorre a quebra e trituracdo das
folnas e ramos originando um subproduto denominado “material resinoso”, que na

industria pesquisada é descartado no ambiente e gera a necessidade de interrupgao
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do processamento para sua retirada. Uma vez que pode travar o sistema de
processamento e/ou inutilizar o sistema de facas. Ressalta-se que nido se obteve na
literatura descricbes desse material.

Assim, considerando-se a composi¢cao quimica da erva-mate e de seus
produtos derivados e subprodutos, este trabalho se propde avaliar os compostos
bioativos do material resinoso resultante do processamento das folhas e ramos da

erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os compostos bioativos do

material resinoso, resultante do processamento das folhas e ramos da erva-mate (/lex

paraguariensis A. St.-Hil.).

1.1.2 Objetivos especificos

Determinar as caracteristicas fisica, organoléptica e fisico-quimica;
Determinar os componentes minerais;

Caracterizar os metabdlitos secundarios: metilxantinas (cafeina,
teobromina, teofilina), saponinas, flavondides, taninos;

Avaliar a atividade hemolitica dos extratos brutos (aquoso e
hidroalcodlico);

Avaliar a atividade antimicrobiana;

Determinar a potencial atividade antioxidante;

Quantificar a clorofila.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRICAO BOTANICA DA llex paraguariensis A. St.-Hil. (ERVA-MATE)

A erva-mate é uma arvore perene, de crescimento lento, caule de cor
acinzentada, com 20 a 25 cm de diametro, podendo chegar a 50 cm. A altura é
variavel, dependendo da idade e do tipo de solo, podendo atingir 15 m (quando podada
nao passa de 7 m) (EDWIN e REITZ, 1967).

As folhas de erva-mate (FIGURA 1) sado alternadas, estreitas na base e
ligeiramente obtusas no vértice. Suas bordas sdo denteadas, especialmente da metade
para a extremidade (URBAN, 1990), medindo 8 a 10 cm de comprimento e 4 a 5 cm de
largura, com nervuras salientes, apresentando coloragéo verde escura na face adaxial
e verde clara na abaxial (FAGUNDES, 1980). O peciolo é curto e retorcido e as flores
sdo pequenas, dispostas na regiao axilar das folhas superiores, brancas, com quatro
pétalas agrupadas em cachos de 30 a 40 flores (FIGURA 2) actinomorfas e
unissexuais (FAGUNDES, 1980; GOSMANN, 1989).

O fruto de erva-mate (FIGURA 3) consiste de uma baga dupla, globular, muito
pequena, de 4 a 8 mm, de cor verde, quando novo, e vermelho-arroxeado, quando
maduro. Os passaros que se alimentam dos frutos sdo os disseminadores dessa
espécie. Cada fruto maduro € composto de quatro sementes e um tegumento ou casca
(MAZUCHOWSKI, 1989; MAZUCHOWSKI, SILVA e MACARI JUNIOR, 2007).



FIGURA 1 - FOLHAS DE ERVA-MATE
FONTE: NAKASHIMA (2005).

FIGURA 2 - FLORES DE ERVA-MATE
FONTE: NAKASHIMA (2005).

FIGURA 3 - FRUTOS DE ERVA-MATE
FONTE: NAKASHIMA (2005).
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2.2 CLASSIFICAGAO E TAXONOMIA

Em 1822, o naturalista francés August de Saint-Hilaire, em uma de suas
viagens ao Brasil, enviou amostras da planta erva-mate a Academia de Ciéncias do
Instituto da Franca, da qual ele fazia parte, como membro. A planta foi classificada com
o nome cientifico de llex paraguariensis A. St.-Hil. (LINHARES, 1969; FAGUNDES,
1980).

O enquadramento taxonémico pode ser avaliado pelo Sistema de Engler

(1964) e pelo Sistema de Cronquist (1981), conforme apresenta a Tabela 1.

TABELA 1 - ENQUADRAMENTO TAXONOMICO DA ERVA-MATE

Sistema de Engler Sistema de Cronquist

Divisdo: Angiospermae Divisao: Magnoliophyta

Classe: Dicotyledoneae Classe: Magnoliosidae

Subclasse: Archichalmydae Subclasse: Rosidae

Ordem: Celestrales Ordem: Celestrales

Familia: Aquifoliaceae Familia: Aquifoliaceae

Género: llex L. Género: llex L.

Espécie: llex paraguariensis A. St.-Hil. | Espécie: llex paraguariensis A. St.-Hil.

FONTE: ANDRADE (2003).

2.3 DISTRIBUICAO E CULTURA ERVATEIRA

Sendo originaria da Ameérica do Sul, a erva-mate desenvolve-se naturalmente
na Argentina, no Paraguai, no Uruguai e no sul do Brasil, especialmente nos estados
do Parana, de Santa Catarina e do Rio Grande do Sul, sendo ainda cultivada, em
reduzidos nichos, nos estados de Mato Grosso do Sul, de Sdo Paulo e do Rio de
Janeiro (MAZUCHOWSKI, 1989; FILIP e FERRARO, 2004).

A llex paraguariensis A. St.-Hil. € uma das plantas mais comercializadas na
América Latina (SANZ e ISASA, 1991), sendo que cerca de 80% da area de ocorréncia
pertence ao Brasil (ESMELINDRO et al., 2002), como pode ser observado na Figura 4.

O consumidor do mercado ervateiro €, frequentemente, vitima dos sucedaneos

da erva-mate, havendo numerosas plantas da mesma familia e género, e até de outras
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familias, que sdo empregadas na falsificagdo (GOSMANN, 1989). Assim, a avaliagcéo
taxondmica pode ser util a partir do desenvolvimento de metodos apropriados para o
controle da qualidade, tanto dos alimentos, quanto das prepara¢des farmacéuticas

contendo llex paraguariensis A. St.-Hil.

Erva-mate (llex paraguarensis)
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FIGURA 4 - AREA DE OCORRENCIA NATURAL DE llex paraguariensis
FONTE: ANDRADE (2004").

A erva-mate, cuja cultura foi incentivada pelos jesuitas, entre os séculos XVIl e
XVIIl, era popularmente conhecida sob varias denominagdes, como mate, cha-mate,
cha-do-paraguai, cha-dos-jesuitas (FILIP et al., 1998; FILIP, LOPEZ e FERRARO,
1999; POMILIO, TRAJTEMBERG e VITALE, 2002), cha-das-missdes, mate-do-

' SUSTENTAVEL mata atlantica: a exploragao de seus recursos florestais. Sao Paulo: Editora SENAC,
2002. 197 p.
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paraguai, congonha, congonha-das-missdes, congonheira, erva, mate-legitimo, mate-
verdadeiro, entre outras (GOSMANN, 1989).

As bebidas contendo de erva-mate ja eram consumidas pelos indigenas que
habitavam a América do Sul (Guaranis do Paraguai e Caingangues do Parana que a
chamavam de congonha ou o que alimenta), antes da chegada dos colonizadores
europeus, sendo que suas propriedades estimulantes eram largamente conhecidas
devido a presencga da cafeina.

A erva-mate silvestre (llex paraguariensis A. St.-Hil.), também chamada de
nativa, cresce espontaneamente em associagdo com as araucarias (Araucaria
angustifolia Bertol. O. Kuntze). E uma planta que vegeta, preferencialmente, em solos
umidos e sombrios. Pela limitacdo de ervais nativos, agrobnomos buscaram alternativas
para a cultura da erva-mate. Considerando o cultivo, duas condi¢cbes sao possiveis
utilizando o manejo de ervais nativos, quando é feito através da formacéo de novos
ervais, ou empregando o adensamento, que € o aumento do numero de plantas sob as
araucarias (EMATER, 1991).

A formacao de ervais nativos € iniciada com a limpeza da area, mantendo as
arvores de grande porte e alguns exemplares de erva-mate que estejam crescendo
espontaneamente. No ato da limpeza, as sementes dormentes no solo tém a
possibilidade de germinar e se desenvolver. O processo de adensamento de ervais
nativos consiste em ocupar espacos vazios neles existentes, por n&o haver
uniformidade na distribuicdo das plantas espontaneas (EMATER, 1991).

Assim, desde o século XVI, com os Jesuitas, o cultivo da erva-mate tem
importancia agronémica, sendo, hoje, uma cultura tradicional, com significativo impacto
econdmico nos paises do sul da América do Sul. Seu potencial econémico ficou
evidente durante a Guerra do Paraguai (1864-1870), quando foram cortadas as
comunicacgoes do rio Parana para o rio do Prata, o que impediu a distribuicado comercial
da erva-do-paraguai, deslocando o interesse dos importadores argentinos para o
Parana. Esse cenario permaneceu até os anos de 1930 quando a concorréncia
argentina encerrou a predominancia do comércio da erva-mate paranaense (PARANA,
2007).

Segundo dados do IBGE (2008), a produgao anual brasileira de erva-mate foi
de 206.000 t em 2001, 246.837 t em 2004, e 233.360 t em 2006. Neste ultimo ano, a
participacdo do Parana foi de 152.971 t, representando cerca de 65 % da produgao
nacional, sendo o0 municipio de Sdo Mateus do Sul o maior produtor

(14 % da producéo nacional).
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A Figura 5 apresenta a producdo de erva-mate cancheada dos estados
brasileiros produtores nos anos de 1995, 2000, 2005 e 2006, comparativamente ao

total nacional.
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FIGURA 5 - PRODUGAO DE ERVA-MATE NOS ANOS DE 1995, 2000, 2005 E 2006
FONTE: IBGE (2008).

Existe uma infinidade de usos para a erva-mate, além do tradicional chimarrao
e do tereré, do cha-mate queimado e do soluvel. O extrato das folhas, a clorofila, os
compostos volateis, a cafeina, os flavondides e as saponinas contidas na erva-mate
podem ser empregados na fabricacdo de sucos, refrigerantes, corantes, sorvetes,
chicletes, medicamentos, produtos cosméticos (perfumes, sabonetes, desodorantes),
ampliando as possibilidades de mercado (MIRANDA e URBAN, 1998).

Entretanto, ha muito a ser aprimorado, com relacdo a qualidade dos produtos,
mesmo que seja em sua forma de apresentagdo tradicional. Os processos de
beneficiamento e industrializagdo tém evoluido pouco e os atributos de qualidade dos
produtos devem ser reavaliados.

O sucesso, em ambos o0s casos - desenvolvimento de novos produtos e
melhoria da qualidade -, pode levar a um crescimento na demanda da erva-mate e
também a um aumento do valor agregado do produto (BERTONI? et al., 1992, citado
por ESMELINDRO et al., 2002).

2 BERTONI, M. H.; PRAT KRICUM, S. D.; KANZIG, R. G.; CATTANEO, P. Fresh leaves of llex
paraguariensis Saint Hil. lll. Effect of different stages of the tradicional process for yerba mate production
on the composition of fresh leaves. Anales de la Association Quimica Argentina, Buenos Aires, v. 80,
n. 6, p. 493-501, 1992.
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2.4 PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE

Saint-Hilaire, em sua viagem pelo Brasil entre 1816 e 1822, observou e
descreveu a natureza e os costumes locais, entre eles, a antiga maneira de fabricar o

mate nos arredores de Curitiba, confome apresentada por Miranda e Urban (1998):

“‘Nao se dava nenhuma atencéo para a época do ano em que se cortavam os
galhos, ndo se usava lenha verde para tostar as follhas, ndo se lenha verde
para tostar as folhas, ndo se construiam barbaquas, nem se aproveitava as
madeiras dos ramos, foram as observag¢des do botanico francés Saint-Hilaire,
quando comparou as diferengas significativas com o modo paraguaio e o
brasileiro de preparo da erva-mate, resultado de séculos de dominagao, que
comegou quando o primeiro indio guarani ofereceu a primeira cuia ao
colonizador espanhol recém- chegado ao continente americano".

O processamento da erva-mate € iniciado com a etapa de colheita, seguida do
processo agroindustrial que, segundo Malheiros (2007), consiste das etapas de
cancheamento e beneficiamento. O cancheamento envolve as etapas de sapeco,
secagem e cancheamento propriamente dito. O ciclo do beneficiamento consiste nas
operagbes de retificagdo da umidade (por secagem), separagao (folhas e palitos) e
mistura (visando a formacéao dos tipos especiais de erva-mate para comercializagao).

Para o processamento, inicialmente, as folhas e os ramos da erva-mate,
cortados das arvores, sdo transportados as industrias em caminhdes abertos e
colocados em um patio antes do processamento. Geralmente, o tempo transcorrido
entre o corte do material e o processamento varia de 6 e 16 h, dependendo da
distancia entre a plantacao e a industria, e das condi¢des climaticas (que podem alterar
grandemente, devido as variagbes de intensidade da precipitagcdo pluviométrica e de
incidéncia solar, especialmente porque a temperatura pode oscilar entre 0 e 40 °C,
podendo produzir danos ao material colhido) (SCHMALKO e ALZAMORA, 2001).

O melhor periodo para a colheita da erva-mate ocorre entre os meses de maio
e agosto, quando a erveira esta em processo de dorméncia e as seivas concentram-se
nas folhas, com maior desfrute industrial (MACCARI JUNIOR e SANTOS, 2000).

Fatores naturais interferem diretamente na composicdo quimica, assim como
os sistemas de processamento determinam a qualidade dos efeitos bioldgicos e as

caracteristicas organolépticas e sensoriais. A partir da avaliagcdo de sua composi¢ao
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quimica, € possivel vislumbrar diferentes aplica¢gdes potenciais, que justiificam seu
comércio (MACCARI JUNIOR e SANTOS, 2000).
A Figura 6 ilustra o patio de recepcao das folhas e os ramos da erva-mate

(Industria Mate Laranjeiras).

FIGURA 6 - RECEPGAO DA ERVA-MATE NA INDUSTRIA MATE LARANJEIRAS
FONTE: NAKASHIMA (2005).

2.4.1 Ciclo do cancheamento

Apos a colheita, as folhas e os ramos da erva-mate seguem para o sapeco,
que é um processo de tratamento térmico em que se aplica uma alta temperatura,
sendo realizado para impedir a agdo de enzimas como a oxidase e a polifenoloxidase.
Essas enzimas sédo capazes de enegrecer as folhas verdes nas condi¢gdes ambientais.
Assim, o sapeco deve ser realizado logo apds a colheita, no prazo de até 24 h, para
evitar a fermentacgao, que é favorecida pela umidade e temperatura, causando a perda
da erva-mate colhida (MACCARI JUNIOR e SANTOS, 2000).

Essa operacéo é viabilizada conduzindo o material ao fogo direto e consiste na
passagem rapida dos ramos com as folhas sobre as chamas do sapecador (cilindro
metalico, perfurado e inclinado). A temperatura média da erva-mate na entrada do
sapecador € de 400 °C e, na saida, 65 °C. O tempo de permanéncia oscila em torno de
8 min. Esse processo permite a retirada da umidade superficial (ESMELINDRO, 2002),

evitando que as folhas se tornem pretas/pardas (oxidadas), mantendo uma coloragao
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uniforme, de verde-amarelado a verde-oliva e desprendendo um aroma agradavel.
Caso contrario, a coloracdo passa a verde-escuro ou preto, com aspecto queimado
(VALDUGA, BATESTIN e FINZER, 2003).

O sapeco pode ser considerado como o estagio primario para liberagdo dos
componentes volateis, que se desprendem mais tarde, durante o armazenamento.
Devido ao alto conteudo de umidade e ao tratamento térmico, diversas alteracdes
fisicas e quimicas, na cor, no teor de vitaminas e na densidade aparente sao
produzidas nessa etapa (RAMALLO et al., 2001).

A secagem, processo subsequente, pode ser desenvolvida em duas etapas que
consistem da pré-secagem, visando reduzir o teor de agua nas folhas € nos ramos, em
cilindro rotativo semelhante ao do sapeco, com tempo de permanéncia de 2 a 9 min e
temperatura variavel, entre 80 e 250 °C (KAWAKAMI e KOBAYASHI®, 1991, citado por
BURGDARDT, 2000). A secagem propriamente dita, desidratagdo da massa foliar,
pode ser realizada em barbaquas, cilindros rotativos ou esteiras rolantes.

Para a secagem, o tempo de permanéncia e a temperatura média da erva
dependem das caracteristicas operacionais de cada secador. Para o secador de
esteira, com temperatura entre 90 e 110 °C, o tempo € de 3 h. No secador rotativo, o
produto permanece em contacto direto com a fumacga por cerca de 30 min, com menor
uniformidade de temperatura, 50 °C na entrada e 110 °C na saida (ESMELINDRO et
al.,, 2002). Quando em secadores de cilindros rotativos, o processo ocorre com
temperatura média interna de 80 °C e pode necessitar de um tempo de até 4 h para ser
completado, dependendo das condigdes operacionais e do equipamento (VALDUGA,
BATESTIN e FINZER, 2003).

O cancheamento é a etapa que consiste na trituragcdo da erva-mate, apos o
processo de secagem. E realizada em trituradores ou cancheadores e tem o objetivo
de reduzir o tamanho das folhas e dos ramos secos, que em seguida sdo submetidos
ao soque, através de uma rosca sem fim ou, mecanicamente, por meio de uma bateria

de pildes, até atingir a granulometria desejada (MENDES, 2005).

® KAWAKAMI, M.; KOBAYASHI, A. Volatile constituints of green and roasted mate. Journal of
Agriculture and Food Chemistry, v. 39, p. 1275-1279, 1991.
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2.4.2 Ciclo do beneficiamento

Nessa etapa procede-se a retificagdo da umidade por secagem feita com ar
quente e seco. Apds, o material € conduzido a limpeza, por meio de peneiras,
ventiladores, filtros e coletores de pd, os quais promovem a separagdo da erva
cancheada dos peciolos e caule lignificados (MENDES, 2005).

Em seguida, a erva-mate é peneirada de acordo com o tamanho das particulas
separadando-se os palitos e as folhas. As impurezas e o0 material inerte sao
descartados, procedendo-se a mistura do material selecionado, conforme a
granulometria desejada pela empresa produtora, para compor o produto a ser
comercializado (CONTRERAS, 2007).

A Figura 7 apresenta a erva-mate cancheada (Industria Mate Laranjeiras).

FIGURA 7 - ERVA-MATE CANCHEADA NA INDUSTRIA MATE LARANJEIRAS

FONTE: NAKASHIMA (2005).

Finalizada a etapa de beneficiamento, a erva-mate € conduzida ao
estacionamento, que significa colocar o material cancheado e embalado em sacos em
depdsito por um periodo minimo de 15 dias. Mas nunca superior a 2 anos. Nessa
etapa ha uma transformacdo no produto, adquirindo uma cor amarelada que é

apreciada pelo mercado interno brasileiro (SENAI, 2006).

A Figura 8 apresenta a etapa de armazenamento da erva-mate beneficiada na

Industria Mate Laranjeiras.
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FIGURA 8 - ERVA-MATE EM ARMAZENAMENTO NA MATE LARANJEIRAS
FONTE: NAKASHIMA (2005).

2.5 COMPOSICAO QUIMICA DA ERVA-MATE

Segundo o relatado por Borille (2004), as investigagdes quimicas relativas a
erva-mate foram iniciadas por Trommsdrff, em 1836, quando verificou a presencga de
diversas substancias resinosas, matéria corante amarelo e acido tanico, entre outros
compostos. Stenhouse, em 1843, descobriu a cafeina e, em 1848, Rchleder obteve o
acido do mate (acido cafeoil-tanico). Em 1918, Lohman identificou a cafeina como o
principal componente quimico da erva-mate.

Diferentes efeitos bioldgicos foram estabelecidos da elucidagéo das estruturas
quimicas constituintes da erva-mate. A espécie tem indicacdo como estimulante
cardiaco intensificando a atividade circulatoria e ser efetiva no tratamento da
hiperlipidemia (ALIKARIDIS, 1987). Consumida como cha ou chimarrdo, a erva-mate
pode ser uma provavel fonte de vitaminas e minerais.

Para Veronese* (1944), citado por Valduga et al. (1997), sdo constituintes da
erva-mate: celulose, gomas, mucilagens, dextrina, glucose, pentoses, substancias
graxas e uma resina aromatica, formada por uma mistura de oleina, palmitina, lauro-
estearina e por um 0leo, cujas caracteristicas muito se aproximam da cumarina. Além
disso, estdo presentes: legumina, albumina, cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina,
acidos organicos (matetéanico, folico, caféico, viridico e clorogénicos) e ainda, clorofila,
colesterina e Oleo essencial. Na andlise das cinzas, o autor encontrou grande

quantidade de potassio, litio, acido fosférico, acido sulfurico, acido carbdnico, acido

*VERONESE, A. Contribuigdo ao estudo do mate. Rio de Janeiro: Imprensa Nacional, 1944. 213p.
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cloridrico, acido citrico, além de magnésio, ferro, aluminio e tragcos de arsénico.
Vitaminas; flavonodides, principalmente rutina, quercitina e canferol; taninos,;acido
clorogénico e acido cafeoil-quinico foram citados por Andrade (2003).

Para Valduga et al. (1997), a composicdo quimica da erva-mate esta
intimamente relacionada ao estagio evolutivo da planta, a época da colheita, as
caracteristicas climaticas, além das condi¢des do solo e do clima.

Reffatti, Lorenzetti e Rodrigues (2006) obtiveram 0,78% e 0,42% de nitrogénio,
respectivamente, para as folhas e para o caule de erva-mate. Henrichs e Malavolta
(2001) encontraram na erva-mate para chimarrdo 1,6% de nitrogénio. Quando da
analise da infusdo, os mesmos autores evidenciaram 1,1%, enquanto Schmalko et al.
(2000) registraram teores de 0,34 %, quando estudaram infusdo de mate quente.

Esmelindro et al. (2002) verificaram que as etapas do processamento industrial
tém influencia nos teores dos compostos presentes no taxon e, consequentemente, os
respectivos conteudos de cinzas, fibras, lipideos, proteinas, glucose e sacarose.

O conhecimento sobre as variagdes de concentracado dos constituintes da erva-
mate, com relagdo ao material genético amostrado, as variaveis ambientais, as
técnicas de cultivo, as formas de processamento e dos métodos extrativos utilizados
para a quantificacido foi estabelecido como de elevada importancia por Cardozo Junior
et al. (2003).

Os mesmos autores destacam o uso tradicional da erva-mate como
antioxidante, e a potencial utilizagado da planta como uma matéria-prima na elaboragao
de produtos, assim como a presenga das metilxantinas, como um dos principais grupos
de compostos quimicos.

Especificamente para o chimarrdo, Bastos et al. (2006) encontraram uma
correlacido linear entre o conteudo de substancias bioativas e de sodlidos soluveis,
sendo uma indicagdo de que a erva-mate € uma importante fonte de compostos

fendlicos, que podem proteger os sistemas bioldgicos contra processos oxidativos.
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2.5.1 Componentes minerais

Os minerais constituem um grupo de elementos amplamente distribuidos na
natureza e exercem diversas fungbes no organismo, que incluem a ativagado, a
regulacdo, a transmissdo e o controle de processos bioquimicos (LOBO e
TRAMONTE, 2004).

Considera-se, ainda, que diversos fatores podem influenciar no teor dos
minerais em vegetais, principalmente o aspecto genético. Dessa forma, as
concentracdes minerais da erva-mate podem ser especificas para cada espécimen e
orgao vegetal, bem como podem depender do ambiente, como citado por Robassa,
Reismann e Maccari Junior (2003).

Para Schmalko et al. (2000), o estudo dos minerais e das vitaminas na erva-
mate mostrou que o conteudo nutricional das folhas depende da forma de cultivo e de
consumo, considerando os experimentos com o extrato aquoso em suas trés formas de
obtencdo: infusdo preparada a partir de saquinhos, o mate quente e o mate frio
(tereré). Com relagdo ao cultivo, o conteudo de nutrientes das folhas de erva-mate
pode variar em fungao dos diferentes niveis de sombreamento, a partir dos estudos
realizados em ervais na regiao de Sao Mateus de Sul, Parana. Os autores também
apresentaram dados relativos aos teores de Ca, Mg, K, N, P e taninos, no solo e nas
folhas de llex paraguariensis, relacionando com a luminosidade. Os teores de
macronutrientes no solo dos trés sitios avaliados ndo foram diferentes, sendo que a
luminosidade foi estabelecida como o principal fator de influéncia sobre os teores
foliares.

Maiocchi et al. (1989) observaram, quando da analise de folhas de erva-mate,
na auséncia de gravetos, valores para o Cu, Zn, Fe, Mn, Ca, Mg e K, respectivamente,
de 0,047 mg/kg™; 0,422 mg/kg™; 0,473 mg/kg™; 5,98 mg/kg”; 83,58 mg/kg™”; 71,64
mg/kg” e 129,90 mg/kg”. Os autores utilizaram a espectrofotometria de emissao
atbmica para a quantificacdo do Cu, Zn, Fe e Mn, a espectrometria de absorgao
atbmica para a determinagdo quantitativa do Ca e Mg e, para o K, foi empregada a
fotometria de chama.

Os resultados descritos por Carneiro, Reissmann e Marques (2006) no estudo
das folhas de erva-mate foram, respectivamente, de 7,97 g/k™, 8,82 g/kg™, 8,20 g/kg™
e 4952 mg/kg' para K, Ca, Mg e Al, apés a digestdo nitroperclérica, a partir de

diferentes métodos de analise quimica. Esses autores verificaram a presenca de
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diferengas nos resultados obtidos nos diversos procedimentos empregados. Com
relacdo ao valor elevado para o Al, esse achado pode estar relacionado a uma boa
digestdao da amostra. Além disso, foi preconizado que as determinacbes devem ser
conduzidas em chama que proporcione maior temperatura, permitindo que a
sensibilidade do equipamento seja maior. Comumente, sdo utilizadas chamas de 6xido
nitroso-acetileno, aumentando o grau de dissociagao dos compostos, o que prejudica a

analise.

2.5.2 Saponinas

As saponinas sado moléculas derivadas de esterdides ou terpenos
,amplamente, encontradas nas plantas superiores. Sua estrutura hidrofiiica-hidrofébica
(anfipatica) promove a reducdo da tensao superficial de uma solugdo aquosa,
formando espuma mediante a agitacdo. Apresentam, ainda, acdo detergente,
emulsionante e de formagdo de micelas (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997,
GUCLU-USTUNDAG e MAZZA, 2007). Possuem elevada massa molar (600 a 2000
g.mol™) e, geralmente, ocorrem como misturas complexas, devido a presenca
concomitante de estruturas com um numero variavel de acucares, que podem ter
cadeia linear ou ramificada (SIMOES et al., 2001).

Por hidrélise acida, é formada uma aglicona, conhecida como sapogenina.
Assim, a saponina pode ser subdividida, quimicamente, em duas classes de
compostos, sendo que a porcao esteroidal e/ou triterpénica representa a extremidade
lipofilica e que diferentes agucares e/ou acidos urénicos relacionados constituem a
extremidade hidrofilica. As sapogeninas s&o insoluveis em &agua e, usualmente,
extraidas com solventes organicos (EVANS, 2002; ROBBERS, SPEEDIE e TYLER,
1997).

A Figura 9 representa a estrutura quimica geral da porgdo aglicona das

saponinas.
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FIGURA 9 - ESTRUTURA QUIMICA DA PORGAO AGLICONA DAS SAPONINAS
FONTE: MERCK INDEX (1996).

Em geral, as saponinas, na forma de glicosideo, sdo muito soluveis em agua e
podem causar desorganizagdo das membranas de células sanglineas (acao
hemolitica) e de células das brénquias de peixes (agéo ictiotoxica). Além disso,
complexam esterdides, podendo exercer agao antifungica, hipocolesterolémica e/ou
hepatoprotetora (SIMOES et al., 2001; GNOATTO, SCHENKEL e BASSANI, 2005;
HECK e MEJIA, 2007).

A deteccdo de saponinas no reino vegetal é realizada a partir de suas
propriedades quimicas e/ou fisico-quimicas, em testes qualitativos ou quantitativos,
pela reagcdo com acidos minerais, aldeidos aromaticos ou sais de metais, produzindo
compostos coloridos, pela diminuicdo da tensao superficial e/ou acdo hemolitica
(SIMOES et al., 2001).

Para a extracdo das saponinas, geralmente, sao utilizadas misturas
hidroalcodlicas ou alcodlicas, por meio de maceracdo, percolagdo ou extracio
exaustiva sob refluxo, uma vez que a solubilidade das saponinas em agua permite
preparar um extrato aquoso isento de lipideos e clorofila (SIMOES et al., 2001).

Robbers, Speedie e Tyler (1997) afirmaram que, para purificagdo das
saponinas, apos a eliminagao do alcool, o extrato obtido € submetido a particido com
um solvente pouco polar, diclorometano ou cloroférmio, visando a retirada de
compostos apolares. Em seguida, deve ser realizada a particdo com n-butanol para a
eliminacdo de acgucares livres, aminoacidos e acidos organicos, entre outros
compostos hidrofilicos que permanecem na fase aquosa. Dessa forma, € separada

uma fragao purificada de saponinas na fase butandlica.
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Considerando que as saponinas ocorrem na forma de misturas complexas com
variagbes nas agliconas e nos agucares presentes, seu isolamento € um processo
bastante trabalhoso. Para isso, € possivel empregar diversos tipos de processos
cromatograficos e, eventualmente, é feita a hidrdlise do extrato bruto, procedimento
que permite a melhor caracterizacdo dos constituintes alumicos. No caso da
determinagao estrutural, para Simdes et al. (2001) e Evans (2002), além da analise da
aglicona, é imprescindivel a avaliacdo do acgucares e/ou acidos urbnicos por meio de
meétodos espectrométricos, como espectrometria de massa e ressonancia magnética
nuclear.

Os estudos com saponinas descritos por Gosmann (1989), Taketa e Schenkel
(1994), Schenkel et al. (1995), Kraemer et al. (1996), Ferreira et al. (1997), Schenkel et
al. (1997), Martinet et al. (2001), a partir de diferentes variedades de llex, permitiram
identificar as diferengas significativas na composigdo desses constituintes na fragao
glicona e/ou na fragcéo aglicona, por meio de metodos diversificados.

Schenkel, Montanha e Gosmann (1996) detectaram cerca de 10% de
saponinas em folhas secas de . paraguariensis. Gnoatto, Schenkel e Bassani (2005),
considerando a dificuldade de quantificar as saponinas, compostos fracamente
cromoforos, descreveram um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), para a quantificacdo do conteudo de saponinas totais, a partir de extratos
aquosos de I. paraguariensis, expressas em acido ursolico.

Inicialmente, as saponinas foram consideradas como um fator antinutricional
em alimentos e apresentavam uso restrito, devido ao seu gosto amargo. Mais
recentemente, a partir de fontes alimenticias e n&do alimenticias, foram confirmadas
evidéncias de seus beneficios para a saude, como a diminuicdo do colesterol e
propriedades anticancerigenas (GUCLU-USTUNDAG e MAZZA, 2007). Os autores
relacionaram, ainda, quarenta e nove atividades biologicas atribuidas as saponinas,
sendo que as mesmas possuem baixa toxicidade, quando administradas por via oral,
devido a sua baixa absor¢cdo e, considerando a estrutura quimica, a atividade
hemolitica pode ser muito reduzida na presenca de constituintes do plasma. Com
relagdo as aplicagdes comerciais, a diversidade de propriedades fisico-quimicas e
biolégicas tem sido explorada com sucesso em produtos de fins alimenticios,
cosmeéticos, farmacéuticos e de uso na agricultura.

Ainda, acerca dos possiveis efeitos biologicos, Ferreira et al. (1997) e Simdes
et al. (2001) verificaram, a partir de experimentos in vitro, que as saponinas de /.

paraguariensis inibiram a difusdo passiva do acido célico, através de membranas de
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celulose. Esses estudam visam simular a reabsorcao intestinal de acidos biliares,
sendo que os resultados permitiram comprovar uma diminuicdo da absor¢do e um
aumento da alimentagdo desses compostos o que acarretou um desvio de parte do
colesterol da corrente sanguinea para suprir a caréncia de bile. Dessa forma, os
autores concluiram que a presenga das saponinas nas folhas de /. paraguariensis tem
consideravel interesse, devido ao potencial hipocolesterolémico, além da sua influéncia
no grau de amargor dos produtos da erva-mate e aos possiveis significados fisiolégicos
para a planta.

Gosmann (1989) relatou o valor terapéutico de I. paraguariensis a partir da
indicacdo de uso popular, ha muito tempo como espécie moluscicida, canceriostatica,
antiulcerogéncia, tbnica (cardiovascular), antinflamatéria e hipocolesterolémica,
reafirmadas por Gnoatto, Schenkel e Bassani (2005).

Para Schenkel® et al. (1995), citado em Maccari Junior e Pinto Junior (2000), a
acao antifugica da erva-mate é decorrente da presenga das saponinas ou mais
especificamente relacionada a elevada solubilidade em agua dessas substancias e
atividade na desorganizacdo das membranas celulares. No entanto, Shenkel,
Montanha e Gosmann (1996) relataram que o extrato bruto do referido taxon e a fragao
de saponinas purificadas ndo apresentaram atividade antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus. Porém, essa agao bioldgica deve ser avaliada sob diferentes
aspectos. Uma agao sobre microrganismos pode ser negativa, como no caso do uso
de um tensoativo em solugdes de microrganismos de interesse agricola e ou industrial.
Por outro lado, essa propriedade pode ser de importancia na producido de produtos de
limpeza contra contaminantes especificos ou na protegdo de plantas (BOWYER® et al.,
1995, citado em MACCARI JUNIOR e PINTO JUNIOR, 2000).

Para Simbes et al. (2001), a presenga de saponinas pode gerar agao
hemolitica e ictiotoxica, complexar esterdides, exercendo agao antifungica e
hipocolesterolémica, sendo importante o conhecimento de suas acdes presentes na
amostra estudada e a sua detecgao no reino vegetal, que pode ser efetuada por meio
da avaliagao da atividade hemolitica.

Schenkel et al. (1997) afirmaram que a presenga de saponinas nas folhas de
llex paraguariensis constituem fato importante, considerando seu alto conteudo, a

influéncia no grau de amargor do mate e os possiveis significados fisiolégicos,
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Alegre: Editora da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, 1995. p. 251-256.

® BOWYER, P.; CLARK, B. R.; LUNNES, P.; DANIELS, M. J.; OSBOURN, A. E. Host range of a plant
pathogenic fungus determined by a saponin detoxifying enzyme. Science, n. 267, p. 371-374, 1995.
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reinterados por Mosimann, Wilhem-Filho e Silva (2006), que atribuiram a esses
metabdlitos o efeito hipocolesterolémico do extrato de erva-mate.

Para Kochol et al. (2007) e Lopez Campanher et al. (2000), saponinas
presentes em extratos de llex dumosa Reiss (contaminantes da [. paraguariensis)
podem servir para diferencia-la de llex paraguariensis A. St.-Hil. em estudos
cromatograficos, uma vez que I. dumosa apresenta seis saponinas do acido oleandlico
e a sétima do acido ursolico. Destacaram também que existiriam algumas evidéncias
que os extratos da I dumosa tenham produzido alguns efeitos hematoldgicos
adversos, principalmente hemodlise em animais de laboratorio, mas que esses efeitos

nao tém sido confirmados nem repetidos.

2.5.3 Metilxantinas

As metilxantinas sdo substancias orgénicas de origem vegetal, contendo a
funcdo amina, podendo ser denominadas, ainda, como pseudoalcaldides. A mais
importante xantina é a cafeina, que apresenta uma atividade farmacoldgica
consideravel no sistema nervoso central (COSTA, 1994).

De acordo com Simdes et al. (2001), as metilxantinas s&o originarias de bases
puricas e possuem carater anfétero, comportado-se como acidos ou bases em funcao
do pH. Podem ser consideradas como pseudoalcaldides devido a sua atividade
bioloégica, a presenca de nitrogénio heterociclico e a sua distribuicido irrestrita, sendo,
neste caso, denominadas como alcaldides purinicos, em fungdo de ser purina a
substancia fundamental das bases puricas ou xanticas.

As metilxantinas sdo parcialmente solluveis em agua, sendo que a solubilidade
aumenta em solugdes aquosas acidas a quente, em etanol a quente, em solventes
organicos clorados e em solugdes alcalinas. A cafeina, a teobromina e a teofilina
podem ser diferenciadas em funcado da solubilidade desses compostos, da temperatura
de sublimagao e da faixa de fus&o dos respectivos sublimados (SIMOES et al. 2001).

As metilxantinas mais abundantes - cafeina, teobromina e teofilina - s&o
constituintes quimicos importantes de varias bebidas alimenticias e/ou de estimulantes
nao alcodlicos (café, cha, cola, mate, guarana) consumidas em todo mundo, seja como

preparacgdes caseiras ou como produtos industrializados (SIMOES et al., 2001).
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Sé&o atribuidas a erva-mate, os efeitos biolégicos de depurativo, diurético e
estimulante devido ao alto conteudo de compostos purinicos, podendo ser, inclusive, a
fonte primaria de metilxantinas da dieta (SIMOES et al., 2001).

2.5.3.1 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € um composto organico com a fungado amina,
contendo quatro atomos de nitrogénio, que podem ser utilizados pela planta, sob alta
demanda desse elemento quimico (MAZZAFERA, 1997). A cafeina esta presente no
café, no cha, no cacau, na pasta de guarana na cola e na erva-mate ROBBERS,
SPEEDIE e TYLER., 1997).

Desde a descoberta da cafeina e teobromina, varios estudos tém demonstrado
a presencga desses compostos purinicos no mate, com conteudo entre 0,8% a 1,3% e
0,3% a 0,4% em peso de material, respectivamente (BRENELLI, 2003).

A cafeina possui férmula molecular CgH1oN4O, e massa molecular de 194,19
g.mol” (FIGURA 10). Seu ponto de fusdo é de 238 °C; sublima em 178 °C, sendo que
a sublimacéo rapida é obtida de 160 a 165 °C sob 1 atm de pressédo e 5 mm de
distancia. Uma grama se dissolve em 46 mL de agua a 80 °C, 1,5 mL de agua fervente,
22 mL de alcool a 60 °C, 50 mL de acetona, 5,5 mL de cloroférmio, 530 mL de éter,
100 mL de benzeno e 22 mL de benzeno fervente. E levemente solGvel em pirrol e
tetra-hidrofurano, contendo cerca de 4% de agua; soluvel em acetato de etila e
fracamente soluvel em éter de petréleo. A solubilidade em agua € aumentada por
benzoatos alcalinos, cinamatos, citratos ou salicilatos. A toxidade média (DLsp), para
camundongos, hamsters, ratos e coelhos, a partir da administragdo oral,
respecivamente, é de 127, 230, 355, 246 mg.kg" (machos) e 137, 249, 247, 224
mg.kg'(fémeas). Como caracteristica fisica, apresenta a forma de agulhas
monoidratadas, contendo 8,5% de agua, que sofrem completa desidratacdo em
80 °C (MERCK INDEX, 1996).

A Figura 10 apresenta a estrutura quimica da cafeina.
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FIGURA 10 - ESTRUTURA QUIMICA DA CAFEINA
FONTE: MERCK INDEX (1996).

O teor de cafeina na erva-mate € utilizado como auxiliar na caracterizacdo da
espécie llex. Estudos realizados por Filip et al. (1998) e confirmados por Filip, Lopez e
Ferraro (1999) verificaram que [. paraguariensis tem as maiores quantidades de
cafeina e teobromina, em relagdo a outras variedades, o que levou Reginatto et al.
(1999) a sugerirem a possibilidade de identificar adulteragdes da erva-mate, utilizando
essa caracteristica quimica. Coelho, Athayde e Schenkel (2001) verificaram maiores
teores de cafeina e teobromina nas folhas quando coletadas nos meses de verao.
Reginatto et al. (1999), ao analisarem o extrato cloroférmico das folhas de erva-mate
em cromatoplacas de silica gel G tendo como eluente CH,Cl:EtOH (90:5), verificaram
a identificacao da cafeina e da teobromina, por comparacao dos valores de relagao de
frente (Rf).

Borille, Reissmann e Freitas (2005) obtiveram, na pesquisa de xantinas em
folhas de erva-mate, concentragdes de 1,67% a 2,22% para a cafeina.

Para Heck e Mejia (2007), as xantinas encontradas no mate incluem a cafeina
em maior concentracédo (de 1% a 2% da massa do material seco), seguida da
teobromina (0,3% a 0,9%) e da teofilina (em pequenas quantidades). Schubert et al.
(2006) obtiveram teores de metilxantinas totais (cafeina + teobromina), expressos em
termos de cafeina, para amostras de ljui e Santa Maria (Rio Grande do Sul), variando
de 0,02% a 0,11%. Pokolenko e Schmalko (2005), entretanto, encontraram conteudo
variante entre 0,95% e 1,24%.

A maior parcela da cafeina sofre metabolizagcdo hepatica, mas outros orgaos

também podem desempenhar essa fungéo, incluindo o cérebro e os rins. Somente uma
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pequena quantidade pode ser excretada sem alteragéo na sua estrutura quimica (0,5%
a 3%), sendo que a sua deteccdo na urina é relativamente facil. Tem uma meia-vida
variando de 3 a 6 h, ndo havendo efeito cumulativo no organismo (BRENELLI, 2003).

A proporgao de excregao é particularmente importante, uma vez que, durante a
execucao de exercicios intensos, as mulheres apresentam uma maior eliminacdo de
cafeina do que os homens. Alguns fatores, como a estrutura genética, a dieta, o uso de
farmacos, o sexo, a massa corporal, o estado de hidratacéo, o tipo do exercicio fisico
praticado e o consumo habitual de cafeina, podem afetar o metabolismo de uma
pessoa e, consequentemente, influenciar na quantidade de cafeina total eliminada
através da urina (ALTIMARI et al., 2001).

Possivelmente, as xantinas sdo os estimulantes mais antigos na histoéria
humana, sendo a cafeina um dos mais potentes (BRENELLI, 2003). Esse farmaco, por
possuir muitos efeitos benéficos, foi indicado para o uso humano no século 6 a.C.,
quando o cha de espécies contendo cafeina foi indicado como elixir aos discipulos do
tacismo. Muitas pesquisas sugerem que a cafeina pode trazer beneficios a saude,
auxiliando no tratamento da dor (incluindo as enxaquecas), mitigando os sintomas da
asma e melhorando o humor. Como estimulante mental, combate a fadiga e aumenta a
cognicao e a velocidade de raciocinio. Os principais efeitos bioldgicos de interesse da
cafeina, no organismo humano, sédo o estimulante, o diurético e o de relaxamento da
musculatura lisa dos brénquios, do trato biliar e do trato gastrintestinal. Entretanto,
pode aumentar o ténus vascular e gerar dependéncia quimica (POR QUE..., 2005).

A cafeina pode ser detectada no organismo humano apés 20 a 30 min da
ingestdo. A administracdo de altas doses de cafeina (10 a 15 mg.kg” de massa
corporal) ndo € recomendada, pois seus niveis plasmaticos podem atingir valores
toxicos de até 20 mg. Fisicamente, a cafeina pode induzir a insénia, 0 nervosismo, a
irritabilidade, a ansiedade, além de nauseas e de desconforto gastrintestinal
(ALTIMARI et al., 2001). A dose letal, para um individuo adulto de 70 kg, € de cerca de
10 g, o que equivale a ingestdo de 285 xicaras de café ou 50 kg de chocolate (SIMOES
et al., 2001; BRENELLI, 2003). Apesar do seu uso quase universal, raramente eventos
toxicos sao relatados na literatura (POR QUE..., 2005).

A cafeina é formada biossintéticamente a partir da teobromina; a teofilina
(1,3-dimetilxantina) € um intermediario do catabolismo da cafeina, sendo que o seu
efeito em humanos tem sido estudado com mais detalhes devido aos seus usos
terapéuticos, como vasodilatador periférico, diurético e relaxante muscular (ITO,
CROZIER e AISHIHARA, 1997).
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Mazzafera (1997) afirmou que a cafeina presente nas folhas da erva-mate
justifica, em parte, os efeitos biolégicos observados no homem e, paralelamente a

cafeina, identificou quantidades significativas de compostos fendlicos.

2.5.3.2 Teobromina

A teobromina possui férmula molecular C;HgN4sO, e massa molar
180,17 g.mol” (FIGURA 11). Apresenta ponto de fusdo de 357 °C e sublima em 290 a
295 °C. Um grama dissolve em cerca de 2000 mL de agua, 150 mL de agua fervente,
2200 mL de alcool 95 %; soluvel em acidos concentrados em cerca de 22 partes de
solugdo aquosa de fosfato tribasico de sédio a 20%; € moderadamente soluvel em
amoénia; € quase insoluvel em benzeno, éter, cloroférmio e tetracloreto de carbono
(MERCK INDEX, 1996).

CHj,
TEOBROMINA

FIGURA 11 - ESTRUTURA QUIMICA DA TEOBROMINA
FONTE: MERCK INDEX (1996).

Saldana et al. (2002) apresentaram como sendo de cerca de 0,03% a
concentragdo de teobromina na erva-mate, mas segundo Reginatto et al. (1999), os
valores variam de 0,29% a 0,69%, nas diferentes espécies de llex, sendo que a maior
concentragédo encontrada foi nas folhas de /. paraguariensis A. St.-Hil..

Schubert et al. (2006) utilizaram para a determinagcéo da teobromina método
sensivel (HPLC) quando obtiveram baixas quantidades desse constituinte, atribuindo

as variagdes as diferentes metodologias e solventes utilizados para extragao.
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2.5.3.3 Teofilina

A teofilina possui férmula molecular C;HgN4O, e peso molecular
180,1 g.mol” (FIGURA 12). Tem ponto de fusdo de 270-274 °C, gosto amargo, pKa
(25 °C): 8,77. Um grama se dissolve em 12 mL de agua, 80 mL de alcool, cerca de 110
mL de cloroférmio; € soluvel em agua quente, em hidroxidos alcalinos, aménia, HCI ou
HNO; diluido, sendo levemente solivel em éter. E um derivado da xantina, isdmero da
teobromina. Sua sintese organica pode ser feita a partir da dimetil-uréia e cianoacetato
de etila (MERCK INDEX, 1996).
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FIGURA 12 - ESTRUTURA QUIMICA DA TEOFILINA
FONTE: MERCK INDEX (1996).

Para Mazzafera (1997), a bebida preparada a partir da infusdo das folhas
verdes e secas da erva-mate é altamente apreciada por seu flavor peculiar, pelas
propriedades estimulantes que em grande parte sdo provenientes da presenga da
teofilina. Reginatto et al. (1999) estabelelceram concentragdes variando de 0,07 % a
0,29 % de teofilina obtidas em CCD em folhas de llex, e Saldafa et al. (2002)
descrevem valores de 0,01% a 0,08%, enquanto que Gnoatto et al. (2007) nao

detectaram a presenca desta xantina.
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2.5.4 Polifendis

Os compostos fendlicos ou polifendis pertencem a um grupo de substancias
com grande diversidade de estruturas quimicas, simples e complexas, que possuem
numero variavel de grupamentos hidroxila, estando amplamente distribuidos no reino
vegetal, nos microrganismos e no metabolismo de animais (SIMOES et al., 2001;
COKUGRAS e BODUR, 2003; SANTOS et al., 2004).

As principais classes de polifendis sao definidas de acordo com a natureza de
sua estrutura hidrocarbdnica, sendo denominadas como &acidos fendlicos, flavondides,
taninos, antocianinas, cumarinas, antraquinonas e, menos comumente, estilbenos e
lignanas (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000; EVANS, 2002).

O termo polifenol é utilizado para designar os compostos formados pela
esterificagdo de um ou mais derivados do acido trans-cindmico com o acido quinico, ou
acido 3-O-cafeoilquinico, metabdlitos secundario, amplamente distribuidos no reino
vegetal e encontrados em numerosas plantas superiores (SIMOES et al., 2001;
COKUGRAS e BODUR, 2003; DE MARIA e MOREIRA, 2004).

Para Scalbert e Williamson (2000), os polifendis sdo compostos ambiental e
biologicamente importantes, uma vez que possuem n&o s atividades biologica e
farmacoldgica, mas também influenciam a qualidade sensorial de alimentos de origem
vegetal e algumas bebidas, sendo encontrados em plantas, frutas, sucos e vinhos.

Sao agentes redutores e, em conjunto com outras substancias redutoras, como
a vitamina C, a vitamina E e os carotendides, podem proteger os tecidos contra o
estresse oxidativo, sendo comumente mencionados como antioxidantes. Por isso,
estdo associados a prevencao do cancer, de doencgas cardiovasculares e inflamatorias
e a inibicdo da oxidagao do colesterol proveniente da lipoproteina de baixa densidade
(LDL) (SCALBERT e WILLIAMSON, 2000; VAHER e KHOEL, 2003).

Os polifendis possuem dois grupos fendlicos que permitem sua agdo como
antioxidante natural e também podem estar relacionados ao efeito anticarcinogénico.
No sistema biologico, o acido clorogénico é capaz de se ligar as enzimas e as
proteinas, como a a-amilase, tripsina, lisozima e albumina, modificando suas
propriedades estruturais (SIMOES et al., 2001; COKUGRAS e BODUR, 2003).
Entretanto, estes compostos diferem de outros antioxidantes, devido a sua diversidade
estrutural e por atingirem, em algumas plantas, niveis elevados para a dieta humana
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).
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Para Sies e Stahl (1995), antioxidante € qualquer substancia que, presente em
baixas concentragdes, quando comparada a do substrato oxidavel, retarda ou evita a
oxidacao desse substrato de maneira efetiva.

Quanto a biodisponibilidade, a evidéncia indireta da sua absor¢ao através da
barreira intestinal € o aumento verificado na capacidade antioxidante do plasma,
quando da analise apés o consumo de alimentos ricos em polifendis. Os poucos
estudos de biodisponibilidade em humanos mostraram que as quantidades de
polifendis encontrados intactos na urina variariam em fungcdo dos compostos fendlicos
administrados (SANTOS et al., 2004).

Saldanha e Bastos (2006) comprovaram a perda desses componentes, a partir
da analise do material torrado, visto que a concentragdo de compostos polifendlicos na
erva-mate verde foi superior ao presente na erva-mate tostada, tanto nos extratos
aquosos, quanto nos extratos alcodlicos, com valores de 7,4 mg.mL™", 6,8 mg/mL e 4,1
e 3,4 mg.mL", respectivamente. Entretanto, Holovatty, Arguello e Malec (2006)
avaliaram o conteudo de polifendis durante o processamento e o estacionamento da
erva-mate, utilizando o método de Folin Ciocalteau, a partir de extratos aquosos e nao
observaram alteragdes significativas no parametro analisado.

Donaduzzi et al. (2003) procederam a quantificagdo dos polifendis no mate
verificando uma variagao média em torno de 8,8% nas folhas secas em estufa, a partir
das diferentes procedéncias estudadas. Esses resultados foram inferiores ao
encontrado por Holovatty, Arguello e Malec (2006), que observaram uma variagao do
conteudo de polifendis durante o processamento da erva-mate desde a folha verde até
o produto final estacionado de forma natural, concentragdo de 18% a um valor de
16,4%, com 12 meses de armazenamento.

Navarro et al. (2006) descreveram para as folhas de erva-mate a presenga de
299,0 mg de acido galico.g™” de folha nas condicdes ensaiadas e Bastos et al. (2006)
relatam para o extrato aquoso de cha de erva-mate 145 mg EAG.g ' de folha seca.

Segundo Machado e Bastos (2007), a erva-mate tem despertado a atengcéo da
comunidade cientifica nos ultimos anos, por seus efeitos benéficos a saude humana,
principalmente nos aspectos relacionados a atividade antioxidante a acdo protetora
frente aos processos degenerativos.

E atribuida & erva-mate a propriedade de diminuir a peroxidacéo lipidica do
colesterol presente nas lipoproteinas de baixa densidade encontrados no sangue em
funcdo da presencga de cafeoil-derivados e outros polifendis. O acido caféico e seus

derivados tém apresentado atividade antioxidante em sistemas bioldgicos e quimicos.
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A espécie I. paraguariensis tem sido usada na medicina popular para o tratamento da
artrite, reumatismo, obesidade, entre outras patologias. Estudos tém confirmado esses
efeitos, a partir de extratos de /. paraguariensis adminstrados em coelhos. No entanto,
nao foi observada a diminuicdo nos niveis de colesterol dos animais
hipercolesterolémicos (MOSIMANN, WILHEM-FILHO e SILVA, 2006).

Navarro et al. (2006) avaliaram o conteudo de polifendis totais e a capacidade
antioxidante de diferentes extratos vegetais, entre os quais o obtido da erva-mate,
quando submetidos a processos de conservacdo. Os autores verificaram que a
concentragdo dos compostos fendlicos, em ordem decrescente, foi constatada no cha,
na erva-mate, na melissa, na menta e no ginkgo e que as operagdes de extragao e
secagem estudadas (tempo e temperatura) ndo afetaram significativamente o conteudo
de fendis e capacidade antioxidante, no entanto, o congelamento diminuiu
significativamente a concentragdo desses compostos. A concentragado de antioxidantes
fendlicos na erva-mate foi de 299 mg de acido galico.g™.

Nesse estudo a fragdo butandlica apresentou a menor concentragcado dentre as
fragbes testadas, analisando-se a intensidade das manchas obtidas. Esse resultado é
coincidente com os resultados de Cardozo Junior et al. (2007), que encontraram nas
fracdes aquosa e butandlica as maiores concentragdes de compostos em analise da
mistura cloroférmio:acido acético:agua, revelador anisaldeido sulfurico, tendo nas
fragcdes aquosa e butandlica as maiores concentracdes de compostos

Bravo, Goya e Lecumberri (2007) quantificaram os constituintes fendlicos em
bebidas de consumo convencional (chas e vinho tinto), utilizando o método de Folin
Ciocalteau. Os autores observaram que a infusao de erva-mate, em relagcao a outras
bebidas nas quais sao atribuidas a presenca de polifendis e de atividade antioxidante,
apresentou as maiores concentracbes de compostos polifendlicos e atividade
antioxidante.

Filip et al. (2000) avaliaram a atividade antioxidante de espécies do género /lex
relacionadas a llex paraguariensis como a llex. theezans Mart. ex Reissek, llex.
dumosa Reissek, llex argentina Lillo, llex breviscuspis Reissek, e llex pseudobuxus
Reissek dentre as quais a I. paraguariensis A. St.-Hil. apresentou a maior atividade
antioxidante, e Furlong et al. (2003) encontraram para erva-mate comercial analisada

pelo método de Folin resultado de 2,14 mg fenol.g™' de material.
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2.5.4.1 Acido clorogénico

Clifford e Ramirez-Martinez (1991) identificaram concomitantemente a cafeina
quantidades significativas de compostos fendlicos. Uma quantidade maior do que 9,8%
de acidos clorogénicos foi confirmado por BASTOS’ et al., 2005 , citado em BASTOS
et al. (2006).

O acido clorogénico foi descoberto, em 1907, na forma de um complexo
cristalino, denominado de clorogenato de cafeina, a partir do qual se preparou um
acido puro (DE MARIA e MOREIRA, 2004).

Quando introduzido por Payen, em 1864, o termo acido clorogénico designava
um composto fendlico com caracteristica acida, mas de estrutura quimica ainda
desconhecida, que conferia cor verde ao meio aquoso, quando em solugao levemente
alcalina e exposi¢cdo ao ar (DE MARIA e MOREIRA, 2004). A estrutura quimica do
composto foi determinada como sendo o acido 3-cafeoilquinico, conhecido como acido
5-cafeoilquinico (DE MARIA e MOREIRA, 2004).

Considerados como pseudo-taninos, os compostos fendlicos possuem massa
molar inferior aos taninos verdadeiros, entre 1000 e 5000 g.mol™ (EVANS, 2002).

O &cido clorogénico possui formula molecular C1H1s09 € massa molar 354,31
g.mol™. Torna-se anidro em 110 °C e tem ponto de fus&o de 208 °C, indice de refragdo
[a]p®® — 35,2° (c = 2,8) e pKa (27 °C) 2,66 em 110 °C. A solubilidade em agua a 25 °C é
de 4%, sendo muito mais soluvel em agua quente e levemente soluvel em acetato de
etila (MERCK INDEX, 1996).

A Figura 13 apresenta a estrutura quimica do acido clorogénico, onde é
possivel observar a estrutura geral desses compostos, constituida por dois anéis com 6

carbonos conectados por uma cadeia com 3 carbonos.

" BASTOS, D. H. M.; FORNARI, A. C.; QUEIROZ, Y. S.; MANOLIO, R. S.; TORRES, E. A. F. S. The
chlorogenic acid and caffeine contento yerba mate (llex paraguariensis) beverage. Acta Farmacéutica
Bonaerense, v. 24, n.1, p. 91-95, 2005.
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FIGURA 13 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO CLOROGENICO
FONTE: MERCK INDEX (1996).

Os estudos de Schinella et al. (2000), com um extrato aquoso preparado a
partir da infusdo de I. paraguariensis, evidenciaram varias classes de constituintes
quimicos, entre eles os polifendis (acidos clorogénicos e flavondides). Filip et al. (2001)
encontraram um conteudo de 10,71 + 0,40 g de cafeoil-derivados em acido
clorogénico.100 g do material vegetal e uma relagdo positiva entre a atividade
antioxidante e esse conteudo. Hecke e Mejha (2007) verificaram que a concentragao
de polifenéis no mate tem apresentado forte correlagdo com a sua capacidade

antioxidante.

2.5.4.2 Flavonodides

Coelho, Athayde e Schenkel (2001) relatam a presenga de flavondides entre
outros constituintes quimicos da erva-mate.

Os flavondides sdo os mais importantes polifendis da dieta humana. Estao
entre os compostos naturais mais disseminados nas plantas e podem ser divididos em
varias sub-classes, de acordo com o grau de oxidagdo do oxigénio heterociclico,
flavonas, flavondis, isoflavonas, antocianinas, flavanois, proantocianidinas e flavanonas
(SCALBERT e WILLIAMSON, 2000).

Sua estrutura quimica baseia-se num esqueleto de carbono Cg-C;3-Cq
(difenilpropano), derivado do acido chiquimico e do acetato, com um anel heterociclico

de cromano e ainda um segundo anel aromatico na posicao 2, 3, ou 4 (FIGURA 14).
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Em alguns casos, o anel heterociclico com seis membros pode ser substituido por um
anel de cinco membros (auronas), ou estar na forma de uma cadeia aberta (chalconas)
(ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

FIGURA 14 - ESTRUTURA QUIMICA DO FLAVONOIDE
FONTE: RIBEIRO E SERAVALLI (2004).

A literatura destaca a presenca de 13 subclasses de flavondéides, com um total
de mais de 5000 compostos, com propriedades antioxidantes (de maior interesse
biolégico), antimicrobianas, antitrombdticas, antialérgicas, antitumorais, antiasmaticas e
inibidoras de enzimas (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996). Podem apresentar
uma estrutura fendlica simples ou como compostos polimerizados com massas
molares superiores a 30000 g mol”' (TRUEBA, 2003).

Com relagcao as propriedades antioxidantes, os flavondides interferem nas
reacoes de formagao e de propagacgao de radicias livres. Os numerosos estudos sobre
a atividade antioxidante de flavondides mostram que os compostos com substituintes
nas posicoes 3 e 4 no anel B apresentam-se mais ativos como antioxidante, com o
efeito potencializado pela presenga de uma ligagdo dupla entre os carbonos 2 e 3 e
um grupo carbonila na posi¢ao 4, como verificado na quercetina (TRUEBA, 2003).

Além de sequestrar radicais livres e quelar ions metalicos e inibir oxidases, os
flavondides podem aumentar a disponibilidade de antioxidantes endogenos, assim
como a atividade de enzimas antioxidantes. Além disso, sdo capazes de inibir as
enzimas envolvidas com a geragao de espécies reativas de oxigénio (TRUEBA, 2003).

Os diversos flavonoides podem ser obtidos por meio de uma modificagcdo do
composto intermediario, mediante reagbes de desidrogenagao e hidroxilagdo. Esses
compostos sdo classificados em fungdo do nivel de oxidagao, sendo as catequinas as
formas menos oxidadas e mais frequentes; as antocianinas sdo os glicosideos de
flavonol mais oxidadados (ROBINSON, 1991).
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As agliconas que compdem os glicosideos de flavondis mais comuns s&o o
canferol, a quercetina, a rutina e a miricetina, encontrados pricipalmente nas folhas e
flores (ROBINSON, 1991), e ainda a naringenina citada por Bianchi e Antunes (1999).
Esses compostos fazem parte de bebidas contendo vegetais clorofilados do cha preto,
do vinho tinto (RICE-EVANS, MILLER e PAGANGA, 1996), da erva-mate em
concentragbes menores, além de estarem em chimarrdo (RIBANI e RODRIGUEZ-
AMAYA, 2006).

Para Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) o cha-mate pode ser considerado
a infusdo mais consumida especialmente na regido Sul do no Brasil. Na analise da
composicao em termos de flavonadis, os autores verificaram que o produto resultante da
erva-mate apresentou, para as diferentes marcas estudadas , teores variando de 2,0 a
3,3 mg.g”" de folhas secas e para o canferol teores de 0,3 a 0,6 mg.g™ de folhas secas,
comparaveis ao do cha verde e preto. Particularmente para a erva-mate, Ribani e
Rodriguez-Amaya (2006) encontraram concentragdes de 1,09 a 3,94 mg.g"' para a
quercetina e 0,44 a 1,00 mg.g'1 de canferol. No entanto, no chimarrao, os teores foram
de 19 a 65 ug.mL'1 de quercetina e 8 a 18 ug.mL™" para o canferol, o que corresponde
em valores médios a uma eficiéncia de extracdo desses flavondides a partir da erva-
mate de 86,7% e 85%, respectivamente.

Silva (2005) postulou que a ingestdo de erva-mate € um habito saudavel,
capaz de prevenir doengas relacionadas as altas taxas de colesterol, uma vez que
apresenta propriedades antioxidantes. O autor afirmou ainda que isso decorre de a
erva-mate ser rica em compostos fendlicos, que sdo excelentes antioxidantes e podem
inibir as reacbes de oxidacdo de lipidios, reagdes de degradagdo de proteinas, de
carboidratos e do DNA (AMBIENTE..., 2005).

2.5.5 Clorofila

As clorofilas sdo os pigmentos naturais mais abundantes nas espécies
vegetais, presentes nos cloroplastos das folhas e de outros tecidos vegetais (STREIT
et al., 2005).

Stokes (1868) demonstrou que a clorofila é efetivamente constituida por uma

mistura de dois compostos quimicos, cerca de 50 anos depois de sua descoberta. Em
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1873, Sorby obteve a clorofila na forma pura, empregando o método de particdo entre
o metanol e o dissulfeto de carbono (BOBBIO e BOBBIO, 1989).

Estruturalmente, todas as clorofilas s&o porfirinas, formadas por uma estrutura
isociclica tetrapirrolica quelada com magnésio, contendo em geral os radicais metila,
etila, um grupo acido propibnico esterificado com alcool fitilico na posicdo 7, uma
cetona na posigao 9 e radical carboximetoxila na posigdo 10 (RIBEIRO e SERAVALLI,
2004).

Um atomo de magnésio esta no centro da estrutura do anel. As cadeias laterais
variam entre as diferentes formas de clorofila, em diferentes organismos (WONG,
1995).

Varias clorofilas sdo encontradas na natureza, cujas estruturas diferem em
relacdo aos substituintes em torno do nucleo porfina; as mais importantes sdo a
clorofila a e a clorofila b, e estdo na proporcao de trés clorofilas a para cada clorofila b
nos tecidos vegetais verdes. A clorofila a esta presente nos organismos que realizam
fotossintese oxigénica, mas também ocorrem clorofilas b e ¢ em outros grupos de
organismos (DEY e HARBORNE, 1997).

Nos tecidos vegetais, a clorofila esta presente como suspenséo coloidal nas
estruturas dos cloroplastos, associada aos carotendides (carotenos e xantofilas), aos
lipideos e as proteinas. As ligagcdes entre essas moléculas sao fracas e podem ser
facilmente rompidas, tornando possivel a extragado das clorofilas dos tecidos vegetais
verdes pelo seu contato com solventes organicos (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).

Comparando as estruturas quimicas da clorofila a e b (FIGURA 15), o aumento
da polaridade da clorofila b em relagao a clorofila a pode ser justificado pela presenga
do substituinte aldeido. O feoforbideo a e a feofitina a, produtos de degradacao da
clorofila, podem interferir na quantificagao da clorofila a, pois sdo capazes de absorver
a luz e gerar fluoresceréncia na mesma regido do espectro visivel. Assim, se 0s
pigmentos estiverem presentes na amostra podem ocorrer erros significativos na

determinacao quantitativa de clorofila a da amostra (STREIT et al., 2005).
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FIGURA 15 — ESTRUTURA QUIMICA DA CLOROFILA a E DA CLOROFILA b
FONTE: MERCK INDEX (1996).

As clorofilas sdo quimicamente alteradas por fatores como pH, presenca de
metais divalentes, aquecimento e enzimas (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004). A
degradagdo dessas moléculas ocorre quando da exposicdo a luz, as radiagbes
ionizantes e ao aquecimento, além de sofrerem modificacbes na presenga de oxigénio
e quando da existéncia de altos niveis de atividade de agua. Portanto, a degradagao é
retardada com a redugdo do teor de umidade e atividade de agua, assim como o
congelamento (STREIT et al., 2005).

No processamento de alimentos vegetais, a reagdo mais importante esta
associada a facilidade com que o magnésio é substituido por prétons na estrutura da
clorofila, pela adicdo de acidos diluidos, com a formacao de feofitinas, que apresentam
cor verde oliva, prejudicando os alimentos ricos nesse pigmento. O atomo de magnésio
da clorofila pode ser deslocado facilmente por acidos organicos ou pelos ions Cu*?
Ni*2, Co™, Fe*? e Zn*?. A clorofila, na forma de base livre, obtida em meio fracamente
acido, é a feofitina, cujo espectro visivel apresenta quatro bandas de absorgéo (ELBE e
SCHWARTZ, 2000).

Os pigmentos clorofilianos sdo de grande importancia comercial, podendo ser
utilizados como aditivos (corantes) ou como antioxidantes (para restabelecer o teor
natural da molécula em produtos alimentares. Apesar de sua instabilidade as
transformagdes quimicas, a clorofila utilizada de forma esporadica no Brasil é

importada de empresas européias, onde é extraida da alfafa (STREIT et al., 2005).



51

A polaridade de uma substancia influi diretamente na escolha do melhor
solvente para a sua extracdo. Dessa forma, para a extragao completa das clorofilas, os
solventes polares como a acetona, o metanol, o etanol, o acetato de etila, o
dimetitlsulféxido, a piridina e a dimetilformamida séo os mais eficientes, enquanto que
o hexano e o éter de petroleo sdo menos eficientes (STREIT et al., 2005).

A cor verde na erva-mate é atribuida a presenca de clorofila, sendo que a sua
intensidade tem uma relagdo direta com a sua concentragdo. Assim, durante o
processamento, cada estagio pode acarretar uma diminuicdo do nivel de cor da
clorofila, que é mais acentuada durante a ultima etapa — o estacionamento
(MORAWICKI, SCHMALKO e KANZIG, 1999; SCHMALKO et al, 2004). Esses
autores relacionaram os fatores de temperatura, tempo de aquecimento, atividade de
agua e embalagem/atmosfera de armazenamento, como alguns dos aspectos
responsaveis pela degradacédo do pigmento. Também sugeriram o aprofundamento
dos estudos em relagdo a essas variaveis, com vistas a adequacao da coloragado do
produto ao mercado brasileiro (coloracdo verde clara). Observaram ainda que o
conteudo de clorofila diminuiu 30,5% em 58 dias, resultado menor do que os valores
descritos anteriormente por outros pesquisadosres.

Galeano, Barrionuevo e Arguelo (2004) avaliaram diferentes métodos
alternativos para preservar a cor de folhas sapecadas de erva-mate, com o propdsito
de minimizar a degradacéo da clorofila. O experimento consistiu em submeter o
material ao sapeco, combinando temperaturas de 90 ou 100 °C, em quatro tempos de
residéncia no leito, para experiéncia com vapor de agua fluente. Os resultados obtidos
revelaram menores perdas em relagdo ao processo tradicional. No entanto, é
necessario avaliar as dificuldades na implementagado do método.

As alteragdes de coloragdo sio atribuidas principalmente a conversao da
clorofila a feofitinas (do verde para o castanho) que ocorrem durante o processamento
térmico da erva-mate (SCHMALKO e ALZAMORA, 2001). Esses estudos foram
confirmados por Maiocchi e Avanza (2004), quando obtiveram para o periodo de 30
dias, em temperaturas de 35, 50 e 70 °C, concentracdes variaveis de 30 a 2800 mg.L'1.
Mais recentemente, Malheiros (2007) também evidenciou as alteragbes da cor e
degradacéao da clorofila na erva-mate durante a armazenagem.

Varias condi¢des patoldgicas produzem espécies reativas de oxigénio (ROS), e
podem ter aplicagdes potenciais. Assim, a clorofilina, analogo soluvel em agua da
clorofila, tem sido examinada pela habilidade em inibir danos de membrana induzida

por radiacido y e fotossensibilizacdo, envolvendo o uso do azul de metileno e da luz
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visivel. A substituicdo dos pigmentos sintéticos por pigmentos naturais pode ser
também um dos importantes passos para produzir alimentos mais saudaveis (STREIT
et al., 2005).
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3 MATERIAL E METODOS

A erva-mate chega a industria em fardos que sao abertos no patio de
recebimento, onde se realiza a primeira classificacdo com a retirada de impurezas
grosseiras e folhas escuras. Em seguida, pelo uso de um trator, a erva-mate é
transportada para uma esteira e conduzi-la a um triturador-separador, gerando folhas
e ramos que sado conduzidos ao sapecador. O material obtido dessa separagao
(serragem) € utilizado como combustivel no processamento. Do sapecador, a erva-
mate € levada por meio de uma esteira a um outro picador-triturador (chipiadeira) onde
circula. Em seguida € picada e triturada e depois submetida a pré-secagem e
peneiramento, encerrando com a secagem final, enfardamento e consequente
encaminhamento para maturagao.

O material foi obtido na empresa Industria Mate Laranjeiras Ltda., em sua
unidade localizada no km 238, n. 1050, Rodovia BR 277, Irati-PR. Esta unidade
processa a erva-mate de Irati e regido, incluindo os municipios paranaenses de lvai,
Guarinanga, Imbituva, Teixeira Soares, Fernandes Pinheiro, Paulo Freitas, Mallet, Sdo
Jodo do Triunfo, Rebougas, Rio Azul, Inacio Martins, Guarapuava, Pinhdo, Pitanga,

Campina Grande, Goiochim e Laranjeiras do Sul.

3.1 MATERIAL

O material utilizado neste estudo foi o produto resultante da acdo mecanica de
faca de aco sobre as folhas e ramos de erva-mate (/lex. paraguariensis A. St.- Hil.) na
chipiadeira, durante o processamento da erva-mate e denominado de “material
resinoso”, submetido as analises alguns dias depois de sua retirado do equipamento.

Empiricamente o proprietario e administrador da empresa, verificou que a
quantidade de material resinoso € maior nos meses de frutificacdo dos ervais.

A Figura 16 ilustra as etapas do processamento da erva-mate na Industria

Mate Laranjeiras.
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FIGURA 16 - DIAGRAMA DO PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE NA INDUSTRIA MATE
LARANJEIRAS

3.2 METODOS

Os procedimentos metodoloégicos envolvendo o material resinoso referem-se
ao estudo, realizado em ftriplicata, das caracteristicas fisica, fisico-quimica e fitoquimica
na forma de extratos aquoso e hidroalcodlico, por meio de testes de determinagao do
pH, caracterizagdo organoléptica, teor de solidos, pesquisa de fitocompostos,
cromatografia, atividades hemolitica, antioxidante e antimicrobiana e do conteudo de
clorofila, conforme apresentado na Figura 17, onde se pode visualizar a sequéncia

geral dos procedimentos relacionados ao material resinoso.
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FIGURA 17 - DIAGRAMA ANALITICO PARA O MATERIAL RESINOSO

3.2.1 Caracterizacao fisica

A determinagdo das caracteristicas fisicas foi efetuada a partir das
caracteristicas organolépticas (sensoriais) do material resinoso, sendo avaliadas a cor,
0 aroma, o sabor e a textura.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Fitoquimica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Parana utilizando-se cerca de
5 kg de material resinoso proveniente do processamento da erva-mate, recebidos da
Industria Mate Laranjeiras trés dias apds a sua retirada do equipamento.

A caracterizacado da cor foi levada a efeito pela avaliacdo visual e 0 aroma e

sabor foram determinados a partir da sensibilizagdo olfativa e gustativa,
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respectivamente utilizando uma por¢cao do material, aleatoriamente retirada. Como
critério para avaliagao dos resultados, utilizou-se a comparagcao com as folhas de erva-

mate recém colhidas. A textura foi avaliada por percepc¢ao tatil da amostra.

3.2.2 Caracterizacao fisico-quimica

As caracteristicas fisico-quimicas do material resinoso foram estudadas
utilizando-se as analises para a determinacao do residuo mineral fixo e residuo mineral
fixo insoluvel em HCI 10 %, do nitrogénio e do extrato etéreo descritos em IAL (2005),
sob n® 018/1V, 020/1V, 037/1V e 032/1V, respectivamente.

A determinacdo dos componentes minerais Cd, Cr, Cu, Fe, Ni, Zn, Mn, Al, Ca,
K e Mg (STHANDARD..., 1998) foi desenvolvida no Laboratério de Analises Ambientais
da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUCPR), em espectrofotometro de
absorcdo atébmica Varian mod. 250 Plus, com chama de C;H,; e N»O. O residuo
mineral fixo, anteriormente obtido e digerido com agua régia, até dissolucao total, foi
conduzido ao equipamento utilizando as condi¢des técnicas especificadas na Tabela 2

para a analise dos elementos minerais presentes no material resinoso da erva-mate.

TABELA 2 - CONDIGOES TECNICAS PARA A ANALISE DE ELEMENTOS MINERAIS
PRESENTES NO  MATERIAL RESINOSO RESULTANTE DO
PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE POR MEIO DO EQUIPAMENTO DE
ABSORGAO ATOMICA

Elemento | Comprimento Largura Tipo Faixa de Corrente da Supressor
de onda (nm) da fenda de chama calibragao lampada (mA) de
(nm) (ppm) ionizacéo
Cd 228,8 0,5 C,H, 0,5-2,0 6 _
Cr 357,9 0,2 C,H, 0,5-2,0 7 _
Cu 3247 0,5 CoH, 0,5-2,0 4 _
Fe 248,3 0,2 CoH, 1,0-1,0 5 _
Ni 232,0 0,2 C,H, 0,5-2,0 4 _
Zn 213,9 1,0 C,H, 0,5-2,0 5 _
Mn 279,5 0,5 C,H, 0,5-2,0 5 _
Al 309,3 10,5 N>.O 1-10 10 KNO;
Ca 4227 0,5 N.O 1-10 10 SrCl
K 766,5 1,0 CoH, 1-10 5 SrCl
Mg 285,2 0,5 N,O 1-10 4 SrCl,
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3.2.3 Caracterizacao de fitocompostos

As anadlises para a caracterizagdo do material resinoso resultante do
processamento da erva-mate também foram realizadas a partir da prospeccao
fitoquimica do extrato aquoso e do extrato hidroalcodlico visando a identificacdo dos
grupos de metabdlitos secundarios presentes nesse subproduto. Foram feitas
avaliagdes qualitativas para glicosideos antocianicos, glicosideos saponinicos e
glicosideos cianogenéticos, taninos, acidos fixos, acidos volateis e aminogrupos no
extrato aquoso. Os alcaldides, glicosideos flavdnicos, glicosideos antraquinénicos,
glicosideos cumarinicos, saponinas, esterdides e/ou triterpendides e aminogrupos
foram pesquisados a partir do extrato hidroalcodlico.

A prospeccao foi realizada segundo a marcha sistematica descrita por Mattos
(1988) e Nakashima (1994), sendo que as fragbes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) (STHAL, 1965; WAGNER et al., 1984).

3.2.4 Extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado a partir de 20 g do material resinoso triturado e
homogeneizado, no qual foram adicionados 100 mL de agua destilada e o material foi
conduzido a maceragcdo, em banho-maria 60 x2 °C durante duas horas, sendo em
seguida realizada a filtragdo a vacuo para obtengao do extrato aquoso.

A partir desse extrato foram avaliados em ftriplicata os parédmetros de: pH,
caracteristicas organolépticas e teor de solidos. A prospecgao fitoquimica consistiu da
pesquisa de (glicosideos antocianicos, glicosides saponinicos, glicosideo
cianogenéticos, taninos hidrolisaveis e condensados, acidos fixos, acidos volateis e

aminogrupos, conforme descrita no item 3.2.3.
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3.2.4.1 Determinagdo do pH e caracterizag&o organoléptica

Na determinagcdo do pH do extrato aquoso foram utilizadas fitas de papel
indicador universal Merck, com escala de variacdo de 1 a 14.

A caracterizagdo organoléptica (sensorial) do extrato aquoso foi realizada por
meio da avaliacdo visual da cor; o aroma foi analisado por olfagdo e o sabor por
gustacédo a partir de um volume do extrato aquoso.

As porgdes do extrato submetidas a avaliagado foram retiradas aleatoriamente,

depois de submeter as amostras a agitagao e transferidas para recipiente coletor.

3.2.4.2 Determinagao do teor de sdlidos

A determinacdo do teor de sdlidos do extrato aquoso foi realizada a partir de
uma aliquota de 10 mL tomada com uma pipeta volumétrica, em capsula de porcelana
dessecada em estufa a 105 °C, até massa constante, conforme IAL (2005) sob
n® 015/IV.

3.2.4.3 Pesquisa de metabdlitos secundarios
° glicosideos antocianicos

Para a avaliagdo da presenga de glicosideos antociénicos foram separadas
trés porcdes do extrato aquoso, em tubos de ensaio, sendo que cada uma delas foi
tratada de forma particular.

Porcao 1: acidificada com acido sulfurico 0,5 mol.L™":

Porgao 2: alcalinizada com hidréxido de sédio 0,5 mol.L™";

Porcéo 3: solucéo neutralizada até pH=7,0.

O teste é considerado positivo quando ocorre o desenvolvimento das coloragdes

Em meio acido .............. tons avermelhados
Em meio alcalino ........... tons azulados
Em meio neutro .............. tons violaceos

Coloragéao verde ............. flavondides
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° glicosideos saponinicos

Os trés tubos anteriormente utilizados na pesquisa de glicosideos antocianicos
foram agitados energicamente, por 5 min, sendo medida a altura da espuma formada.
Apos manter o material em repouso por 30 min, foi realizada uma nova leitura do
volume de espuma.

A prova é considerada positiva se ocorrer a manutengdo da espuma, uma vez

que os glicosideos saponinicos s&o afrosigénicos.
° glicosideos cianogenéticos

Uma aliquota do extrato aquoso foi transferida para tubo de ensaio
(aproximadmente 5 mL), de modo a ndao umedecer as paredes. Foi adicionado 1 mL
de solugado de acido sulfurico 0,5 ml.L™" ¢, em seguida foi suspendida uma tira de papel
picro-sodico, mantida na parte superior do tubo com o auxilio de uma rolha de corticga,
nao permitindo que o papel tivesse contato com o extrato. Apds, o tubo de ensaio foi
levado ao banho-maria a 60 £ 2 °C, durante 30 min.

O teste é considerado positivo para glicosideos cianogenéticos quando o papel
picro-sodico adquire coloragdo avermelhada devido a formagdo de isopurpurato de

sodio.
° taninos hidrolisaveis e condensados

A pesquisa de taninos foi realizada por meio da rea¢ao do extrato aquoso com
sais de ferro, gelatina, formol-cloridrico e cloridrato de emetina.

A) Reacao com sais de ferro

O extrato aquoso foi dividido em dois tubos de ensaio, sendo que ao tubo 1 foi
adicionado de uma solucéo de FeCls a 1%. Ao tubo 2 foi acrescentada uma solugao de
NH4Fe(SO4), a 1% sobre o referido extrato.

Deve ser observado o desenvolvimento de coloragido azul para taninos, verde
para taninos condensados e flavonodides, cinza ou marrom para polifendis ou o
aparecimento de precipitado.

B) Reagao com gelatina

Para a avaliacdo da presenca de taninos utilizando como reativo a gelatina,

foram separadas trés porgdes, contendo 0,5, 1,0 e 1,5 mL do extrato aquoso em tubos
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de ensaio adicionadas de solugédo de gelatina 2,5% em cloreto de sddio 0,9%, em
quantidade suficiente para completar 2,0 mL.
O aparecimento de precipitado € indicativo da presenca de taninos, sendo
considerado mais intensa quanto menor o volume de extrato aquoso utilizado no teste.
C) Reagao com formol-cloridrico

A pesquisa de taninos utilizando o reativo formol-cloridrico foi realizada a partir
de 6 mL de formaldeido mais 4 mL de HCI concentrado, somados a 30 mL do extrato
aquoso em balado de refluxo de 100 mL de capacidade, mantidos sob refluxo durante
uma hora, resfriado e filtrado.

Ao residuo (isento de formol-cloridrico depois da lavagem do papel de filtro com
EtOH a 70% (v/v)) foi adicionado de gotas de solugdo aquosa de NaOH a 5%. O
desenvolvimento de coloragao € indicativa da presenga de taninos condensados.

Ao filtrado foi adicionada solugdo de acetato de sddio em excesso (sem
agitacédo) e gotas de solugédo aquosa de FeCl; a 1%. O surgimento de coloragéo azul
indica reacgao positiva para taninos hidrolisaveis.

D) Reacado com cloridrato de emetina
Foi acrescentado a um volume de 1 mL do extrato aquoso, 4 mL de agua
destilada e 2 gotas da solugcéo aquosa de cloridrato de emetina a 1%.

O desenvolvimento de precipitado indica reagao positiva.
° acidos fixos

Foram adicionados 2 mL de NaOH 0,5 mol.L™" a 20 mL do extrato aquoso,
levou-se ao refluxo durante 30 min, resfriou-se e acidificou-se com acido sulfurico.
Procedeu-se a extragao com trés porcdes de 10 mL de éter etilico, que foram reunidos
e tratados com carvao ativo e os filtrados obtidos foram evaporados em banho-maria.
O residuo foi aquecido por 10 min em estufa a 100 °C, resfriado e adicionado de
solucdo aquosa de NH4sOH mol.L™". Filtrou-se e transferiu-se gotas do extrato
amoniacal para papel de filtro de modo a obter uma mancha com 1 cm de didmetro,
que foi seca em estufa a 100 °C por 10 min que em seguida foi tratada com reagente
de Nessler.

O desenvolvimento de coloracdo marrom indica a presencga de acidos fixos.
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° acidos volateis

Cinco mL do extrato aquoso foram transferidos para tubo de ensaio, aos quais
foram acrescentados 1 mL de &cido sulfurico mol.L”', sem umedecer as paredes do
tubo de ensaio em cuja por¢ao superior suspendeu-se uma tira de papel pH; levou-se
ao banho-maria 60 °C durante 15 min.

ApOs este periodo, a alteracado de pH indica a presenca de acidos volateis.
° aminogrupos

Dez mL do extrato aquoso foram concentrados a temperatura de 50 °C e
depositados em cromatoplaca em pontos previamente determinados. Em seguida,
acrescentou-se sobre a mancha anteriormente formada uma gota do reativo de
Ninhidrina e aqueceu-se em estufa a temperatura de 120 °C durante 10 min.

O desenvolvimento de coloragao azul-violaceo no ponto contendo o extrato e o
reativo de Ninhidrina indica presenga de aminogrupo, com exceg¢ao de prolina e

hidroxiprolina que desenvolvem cor amarela.

3.2.5 Extrato hidroalcodlico

Para a obtengao do extrato hidroalcodlico, foram pesados 40 g do material
resinoso triturado e homogeneizado. Apés, foi adicionado 200 mL de etanol 70% (v/v).
O material foi submetido a maceracgéao, durante 10 dias, na temperatura ambiente, com
agitacao eventual.

Decorrido esse periodo, o material foi conduzido a filtragcdo e o filtrado teve o
seu volume completado para 200 mL. Em seguida, foi dividido em duas partes: uma de
30 mL (Extrato | — El) e a outra de 170 mL (Extrato Il — Ell).

O extrato El foi utilizado para a determinacdo do pH e caracteristicas
organolépticas, conforme previamente descrito no item 3.2.4.1 e para a determinagao
do teor de sdlidos, conforme descrito no item 3.2.4.2.

O extrato Ell foi submetido a concentracdo até um terco do volume inicial em
rotavapor. O concentrado obtido, cerca de 50 mL, foi transferido para funil de
separacao e submetido a extragcbdes liquido-liquido consecutivas com solventes

organicos, em ordem crescente de polaridade, iniciando-se com 5 porgdes de 40 mL
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de éter de petréleo. O extrato Ell foi transferido para uma capsula de porcelana,
levado a evaporacdo do excesso do solvente extrator. Uma vez isento de éter de
petréleo formou-se a fracdo éter de petréleo (FEP), que foi transferida para o funil de
separagdo e submetida a extragdo liquido-iquido (L/L) com éter etilico (FEE),
cloroférmio (FCHCIs), acetato de etila (FACEt), n-butanol (n-But). O residuo final foi
ressuspendido em etanol 70% (NAKASHIMA, 1994; YUNES e CALIXTO, 2001), até
completar o volume para 200 mL.

A Figura 18 resume a obtenc&o e fracionamento do extrato hidroalcodlico do

material resinoso.
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Material Resinoso Triturado
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Etanol 70 % (v/v)
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FIGURA 18 - ESQUEMA DE OBTENGAO E FRACIONAMENTO DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO, A PARTIR DO MATERIAL RESINOSO TRITURADO DE

I. paraguariensis
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3.2.5.1 Pesquisa de metabdlitos secundarios das fracdes

® Alcaldides e metilxantinas

Uma aliquota das fragdes FEP, FCHCI; FAcEt e FEtOH foi evaporada a secura
e os residuos dissolvidos com etanol e adicionados de HCI solugdo aquosa 1%.
Transferiu-se para 5 tubos de ensaio - um dos tubos foi utilizado como referéncia - e
pesquisou-se alcaldides com os reativos gerais de Mayer, Dragendorff, Bouchardat e
Bertrand.

A formacgao de precipitados com os reativos gerais - precipitado branco ou leve
turvacdo para os Reativos de Mayer e Bertrand; precipitado de coloragao tijolo com
Reativo de Dragendorff; precipitado de coloragdo alaranjado com o Reativo de
Bouchardat, que desfazem pela adi¢cao de 2 mL de solucdo etandlica de acido tartarico

a 5%, indicando a positividade da reagao para alcalbides.

® Glicosideos flavbnicos

Aliquotas de 2 mL das fragbes FEP, FCHCI; FAcCEt e FEtOH foram
transferidas para tubos de ensaio e submetidas as reagées de Shinoda (Redugao/ ou
Cianidina), com pastilhas de Zn e oxalo-bdrica.

A) Para a reacédo de Shinoda, foram adicionadas em cada tubo de ensaio 200
mg de limalha de magnésio e 0,5 mL de HCI fumegante. O aparecimento de coloragao
réseo a vermelho indica reagao positiva.

B) No ensaio com Zinco em acidfo cloridrico, em um bequer (em banho de
gelo) com 5 mL da fragao, foram adicionadas uma pastilha do metal e 0,5 mL de HCI
fumegante, cuidadosamente. A produgdo de coloragao violeta indica presenca de
dihidroflavondis. Flavanonas e flavanol ndo produzem coloracao.

C) Aliquotas de 2 mL das fragbes foram transferidas para tubos de ensaios e
evaporadas a secura. Acrescentou-se ao residuo 0,5 mL de acetona e 30 mg da
mistura acido borico-acido oxalico. Agitou-se para evaporagao a secura e ao residuo
adicionou-se 2 mL de éter etilico. A solugao etérea foi examinada sob luz ultravioleta.

O aparecimento de fluorescéncia indica reagao positiva.
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e Glicosideos antraquindnicos

Para esta pesquisa, uma por¢cao de 20 mL da fracdo FetOH foi transferida
para um baldo de 250 mL com 5 mL de acido sulfurico 10% e levou-se a refluxo
durante 30 min. Filtrou-se a mistura ainda quente, através de papel de filtro. Adicionou-
se agua destilada e extraiu-se duas vezes com 5 mL de éter etilico. A camada etérea
foi transferida para um tubo de ensaio e efetuou-se a reagdao de Borntraeger,
adicionando-se 5 mL de solugéo de NH4OH 6 mol.L™" e agitando lentamente.

O desenvolvimento de coloracdo résea indica a presenca de antraquinonas

(formagao de fenolatos hidrossoluveis).

e Saponinas

Cinco mL das fracbes Fn-BuOH e FEtOH foram evaporados a secura e os
residuos redissolvidos em 5 ml de agua destilada, transferidos para os tubos de
ensaio agitados energicamente, por 5 min, sendo medida altura da espuma formada.
Apos manter o material em repouso por 30 min, foi realizada uma nova leitura do
volume de espuma.

A prova é considerada positiva se ocorrer a manutencdo da espuma, uma vez

que os glicosideos saponinicos sao afrosigénicos.

° Esterdides e/ou triterpendides

As fragoes FEP, FCHCI; FAcCEt e FEtOH foram transferidas para capsulas de
porcelana, onde foram evaporadas até secura e os residuos foram dissolvidos com 5
mL de cloroférmio. Os extratos cloroformicos foram distribuidos em tubos de ensaios:
0,1, 0,5 e 1,0 mL e completados a 2 mL com cloroférmio. Efetuou-se a reagao de
Liebermann-Buchard (adicdo de 1 mL de anidrido acético + 3 gotas de HySO4
concentrado).

O desenvolvimento de coloracdo na zona de contato dos dois liquidos,
coloragao azul ou verde na fase de contato dos dois liquidos e a coloragcdo azul ou
verde na fase acética, indicam reagao para dexosi-agucares (azul: esterdide e verde:

triterpeno).
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e Cumarinas

Vinte mL da fragdo FEtOH foram reduzidos a 5 mL em banho-maria e
acidificou-se com HCI 0,5 mol.L-1. Extraiu-se com trés por¢cdes de 5 mL de éter etilico,
reduziu-se o volume do extrato etéreo e depositou-se gotas em papel de filtro, em
areas previamente demarcadas com grafite como 1, 2 e 3. Sobre as manchas 1 e 2
seca$S, adicionou-se uma gota de hidroxido de sodio 10% recentemente preparada. A
mancha 3 manteve-se como referéncia. A mancha 2 foi protegida com uma moeda
metalica, foi levada a camara UV (luz ultravioleta de comprimento de onda 365 nm),
deixando-a exposta por 3 min. O desenvolvimento de fluorescéncia azul ou amarela
esverdeada na mancha exposta a luz UV indica presencga de cumarina.

O restante do extrato etéreo foi transferido para um tubo de ensaio, ao qual
foram acrescentados 2 mL de solugdo NaOH 0,5 mol.L™", recentemente preparada.
Agitou-se e foi levado a camara e observado sob luz ultravioleta (365nm).

Repetiu-se o procedimento para uma aliquota das fragcbes FEP, FEEt, FCHCL3
e FAcEt, concentradas e depositadas sobre o papel de filtro previamente demarcado

(1, 2 e 3). O desenvolvimento de fluorescéncia azul ou amarela indica reac&o positiva.

° Aminogrupos

Dez mL das fragdes Fn-BuOH e FEtOH foram concentrados a temperatura de
50 °C e depositados em cromatoplaca em pontos previamente determinados. Em
seguida, acrescentou-se sobre a mancha uma gota do reativo de Ninhidrina e
aqueceu-se em estufa a temperatura de 120 °C durante 5 min.

O desenvolvimento de coloracao azul-violaceo no ponto contendo o extrato e o
reativo de Ninhidrina indica presenca de aminogrupo, com exceg¢ao de prolina e
hidroxiprolina que desenvolvem cor amarela.

Ap6s a caracterizagdo fitoquimica das fracbes, as mesmas foram
cromatografadas, bem como procedeu-se a avaliagdo das atividades hemolitica,

antimicrobiana e antioxidante, e determinag¢ao do conteudo de clorofila.
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3.3 EXTRACAO DE SAPOGENINAS

Uma massa de 10 g do material resinoso triturado foi submetido a extracéo
com 50 mL de etanol 70%, durante 30 min a 100 °C sob refluxo. O material foi levado a
filtracdo. O filtrado, recebido em capsula de porcelana, foi submetido a evaporagao do
solvente em banho-maria (B.M.) e o residuo foi ressuspendido em 50 mL de agua.
Essa suspensdo aquosa foi particionada com 50 mL de diclorometano, em funil de
separacao, para a remocao de clorofila.

A fracao aquosa foi levada ao B.M. para eliminagao do liquido extrator e em
seguida submetida a extragao L/L com duas vezes de 25 mL de n-butanol. A fragao
aquosa foi descartada e a fragdo butandlica foi evaporada até secura em B.M. e
adicionada de 50 mL de acido sulfurico em etanol 5%, manteve-se em refluxo durante
30 min, seguido de centrifugacdo. Separou-se o precipitado do sobrenadante em funil
de separacao.

O sobrenadante foi extraido com duas porgdes de 25 mL de n-butanol em funil
de separacao. A fragao butandlica foi lavada por duas vezes com 25 mL de agua
destilada e levada ao B.M., e o residuo foi ressuspenso em 2 mL de n-BuOH e

cromatografado em camada delgada com fase mével e revelador para sapogeninas.

3.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

A anadlise cromatografica foi realizada nas fragdes obtidas a partir do extrato
hidroalcodlico em CCD utilizando-se como fase fixa cromatoplaca de Silica Gel G e GF
254 , as fases moéveis (a, b e c) e os reveladores UV 254 nm, UV 365 nm, anisaldeido
sulfurico, vanilina sulfurica, reativo de Dragendorff e reativo de NEU. A CLAE foi

utilizada particularmente para metilxantinas.
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3.4.1 Taninos e compostos polifendlicos

O perfil cromatografico dos compostos polifendlicos e dos taninos foi
determinado em cuba retangular (semi-saturada) utilizando-se como fases méveis
acetato de etila:metanol:agua (100:13,5:10), acetato de etila:acido férmico:agua
(95:5:5) e n-butanol:acido acético:agua (5:1:4) — fase superior e inferior, em
cromatoplaca de Silica GF,54 — Merck como fase fixa, em percurso de 10 cm. O tempo
de desenvolvimento variou entre 8 a 20 min, tendo como reveladores luz ultravioleta
em 254 nm e 365 nm, Reagente de NEU (acido etilborilaminoéster 1% em etanol e
propilenoglicol 4000 5% em metanol), anisaldeido sulfurico, vanilina sulfurica e
aquecimento em estufa 110 °C.

Foram utilizadas como substéncias de referéncia o acido galico, acido elagico,

acido pirogalico, acido tanico e acido clorogénico 0,1 mg%.

3.4.2 Saponinas

Para a determinacdo cromatografica das saponinas foram utilizadas como
fases moveis butanol:acido acético:agua (5:1:4); acetato de etila:acido férmico:agua
(95:5:5) e cloroférmio:metanol (95:5), tendo como reveladores luz ultravioleta 254 e
365 nm; anisaldeido sulfurico e vanilina sulfurica.

Foi utilizada como substancia referéncia Saponina branca pura Quillay SAP 5
(IndusFlorestal Quim. Ind. Y Florestal S.A.; Santiago de Chile).

Cromatoplaca de Silica GF 254 — Merck foi utilizada como fase fixa em cuba
retangular (semi-saturada), com tempo de desenvolvimento de 8 a 20 min, para um
percurso de 10 cm.

Considera-se a possibilidade de existirem contaminantes de I. paraguariensis
que podem ser identificados em estudos cromatograficos, uma vez que /. dumosa
Reiss (contaminante da [ paraguariensis), apresenta seis saponinas do 4acido

oleandlico e a sétima do acido ursodlico (KOCHOL et al., 2007).
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3.4.3 Xantinas

3.4.3.1CCD

O perfil cromatografico das xantinas na fragao cloroférmica foi determinado
utilizando-se fase fixa cromatoplaca de Silica Gel G e GFy4 — Merck em cuba
retangular (saturada com vapores de amoénia), para um tempo de desenvolvimento
variavel entre 8 a 20 min, em percurso de 10 cm.

Como fases moveis foram utilizados o cloroférmio:metanol (95:5) e
CHCI3; — metanol 70% (9:1) e reveladores luz ultravioleta 254 e 365 nm; iodo iodeto de
potasssio e posterior nebulizagdo com acido sulfurico 5% em etanol. As substancias

de referéncia utilizadas foram cafeina, teobromina e teofilina (padrdes auténticos).

3.4.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Para as analises das xantinas por cromatografia liquida em alta eficiéncia
foram preparadas amostras nas concentragdes 1% das folhas (amostra referéncia) e
do material resinoso. Uma aliquota foi evaporado a secura e o residuo em metanol
grau HPLC foi filtrado e injetado no cromatografo VARIAN ProStar, Auto Sampler
model 410, com detector de arranjo de fotodiodos (PROSTAB 335), coluna de
Microsorb — MV 100-5 C18, tamanho da coluna 250x4,6 mm, Absorbéncia A = 273 e
tempo de corrida de 20 min. A fase movel utilizada foi a mistura de metanol:acetonitrila
(1:1) e como substancia referéncia foram empregados cafeina, teobromina e teofilina,

todos padrdes auténticos MERCK, solugéo 1%.

3.5 ATIVIDADE HEMOLITICA

A avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos do material resinoso foi
realizada segundo a metodologia de difusdo em agar utilizando as técnicas de cilindros

de ago inox e de antibiograma em discos.
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Para a técnica do teste de difusdo em agar utilizando cilindros, foram aplicados
50 uL de cada uma das fragdes obtidas aos cilindros em meio de agar sangue
(Laborclin®).

No teste de difusdo em agar utilizando a técnica de antiobiograma em discos,
papéis Whatmann n° 1 (7 mm de didmetro, esterilizado) foram distribuidos sobre as
placas de agar sangue e em seguida impregnados com aliquotas de 50 uL das fragcbes
anteriormente preparadas. Como controle foram utilizados 50 uL dos respectivos
solventes puros, aplicados aos cilindros e aos discos.

ApoOs a aplicacdo, os meios foram incubados a 30 °C durante 24 horas.
Decorrido este periodo, as placas foram inspecionadas quanto a presenca de halos de
hemdlise (medidos em mm).

A presenca de saponinas pode gerar agdo hemolitica (SIMOES et al., 2001).

Os experimentos para determinagcado da atividade hemolitica foram realizados

no Laboratorio de Microbiologia I, das Usinas Piloto da PUCPR.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os experimentos para a determinagdo da atividade antioxidante foram
realizados no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Farmacia da
Universidade Federal do Parana.

Para o preparo da amostra, foi pesada uma massa de 10,0015 g do material
resinoso triturado e tamisado a 2,8 mm, submetido a extracdo com EtOH por
maceragao em B.M. 60 °C, durante 24 horas seguido de filtracdo em papel de filtro.
O residuo foi levado a novas extragbes com EtOH 70% (v/v em agua) e com agua
destilada. Os filtrados foram concentrados e submetidos a extragdo L/L com AcOEt, n-
BuOH. Como substancia referéncia foram empregadas folhas de erva-mate (10,0026
g) submetidas ao mesmo procedimento para a obtencdo dos extratos do material

resinoso, AcOEt, n-BuOH e aquoso.
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3.6.1 Método do fosfomolibdénio

O método é baseado na redugao de Mo (VI) a Mo (V) e na formagédo de um
complexo verde fosfato/Mo (V) em pH acido (PRIETTO, PINEDA e AGUILAR, 1999).

A uma fragdo de 0,3 mL da amostra em solugdo aquosa a 200 ug/mL
acrescentou-se 3 mL do reativo fosfomolibdico (molibdato de améneo 4 mM, fosfato de
sédio 28 mM, acido sulfurico 0,6 M). Os tubos foram fechados hermeticamente e
levados ao banho-maria 95 °C por 90 min. Resfriou-se e procedeu-se a leitura em
espectrofotdbmetro UV marca Shimadzu modelo 1601, a 695 nm, zerando-se o aparelho
com agua. Como branco foram utilizados 0,3 mL agua e 3 mL do reativo, e como
padrées o acido ascorbico (MERCK®) e rutina (MERCK®) 200 ug/mL. Para efeito de
calculo, o acido ascérbico foi considerado como 100% de atividade antioxidante.

A equacao 1 apresenta a formula para o calculo da atividade antioxidante, a

partir dos resultados obtidos no método do fosfomolibdénio.

% Atividade antioxidante = Abs. amostra — Abs. branco x 100 (1)

Abs. acido ascorbico — Abs. branco

3.6.2 Método do DPPH (2,2-difenil-1- picrato-hidrazila)

O método utiliza o radical estavel DPPH® que sofre redugéo pelos antioxidantes
com mudanca de coloracdo violeta para amarela, proporcional a concentracdo da
substancia redutora da amostra (BLOIS, 1958, modificado por BRAND-WILLIAMS,
CUVELLIER e BERSET, 1995).

e Cinética de reagao

Determinada visando verificar o tempo necessario para a maxima reducédo do
DPPH. A uma fragdo de 3 mL da amostra a 50 pyg/mL em etanol p.a. adicionou-se 0,1
mL de DPPH 1 mM, em temperatura ambiente e procedeu-se a leitura em

espectrofotobmetro UV marca Shimadzu modelo 1601, em 517 nm, zerando-se o
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aparelho com etanol. A amostra foi homogeneizada rapidamente e a leitura feita a cada

5 minutos até estabilizacdo do resultado.

e Determinagao do ICsg

A determinacdo do ICsy visa estabelecer a concentragdo da amostra ou do
padrao que causa 50% da inibigdo da concentracao inicial de DPPH.

a) Amostra - utilizando-se solugao etandlica nas concentragdes de 0,625 a 10
pMg/mL. Adicionou-se 0,1 mL de DPPH 1 mM a 3 mL da solugdo. Apdés 30 minutos,
efetuou-se a leitura em espectrofotbmetro UV marca Shimadzu modelo 1601, em 517
nm, zerando-se o aparelho com etanol p.a. Como branco foi utilizada a propria
amostra.

b) Substancia de referéncia - acido ascorbico (AA) e rutina MERCK® nas

concentracdes de 0,078 (5 uyg/mL) e 0,625 (10 pg/mL ), respectivamente.

¢ Atividade antioxidante nas amostras a 5 pg/mL

A uma fracdo de 0,1 mL da solugdo estoque da amostra a 150 pg/mL foi
adicionado etanol p.a. em quantidade suficiente para completar 3 mL, homogeneizou-
se e acrescentou-se 0,1 mL de DPPH 1 mM. Efetuou-se a leitura, apés 30 min, em
espectrofotometro UV marca Shimadzu modelo 1601, em 517 nm, tendo como
controle 0,1 mL de DPPH em 3 mL de etanol. O aparelho foi zerado com etanol p.a. e
como branco foi utilizada a prépria amostra (5 ug/mL).

Para os calculos das porcentagens de atividade antioxidante das substancias
de referéncia e da amostra utilizou-se a equacado 2 que apresenta a formula para o

calculo da atividade antioxidante, a partir dos resultados obtidos no método do DPPH .

Calculo da atividade antioxidante a partir dos resultados obtidos no método do DPPH.

% Atividade antioxidante = 100 - (Abs. amostra - Abs. branco) x 100 (2)
Abs controle (DPPH + EtOH)
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3.7 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos hidroalcodlicos do
material resinoso foi realizada segundo a metodologia de difusdo em agar utilizando as
técnicas de cilindros de aco inox e de antibiograma em discos (ISENBERG, 1992).

Para os testes, foram utilizados como meio de cultura o Agar Mueller-Hinton
(DIFCO®), preparado a partir do meio desidratado de acordo com a recomendagao do
fabricante e placas de Agar Sabouraud (DIFCO®) prontos para o uso.

As cepas relacionadas foram reconstituidas de acordo com a indicacdo do
fornecedor (NEWPROV®), sendo que as culturas microbianas foram padronizadas em
108 células, estimadas por comparac&o ao tubo 0,5 da Escala de MacFarland (0,05 mL
de cloreto de bario dihitratado a 1,175% em 9,95 mL de acido sulfurico 1%). Como
in6culos foram utilizados os microrganismos Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 8.739, Staphylococcus epidermidis ATCC 12.228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9.027 e Candida albicans ATCC 10.231.

As suspensbes bacterianas e de leveduras foram inoculadas em placas
contendo Agar Mueller-Hinton e Agar Sabouraud (0,2 pL de indculo para 20 mL de
meio de cultura), respectivamente.

As amostras testadas consistiram de material resinoso na forma dos extratos
hidroalcodlico e fragbes éter de petrdleo, éter etilico, cloroférmio, acetato de etila,
butanol e residuo (etanol pés fracionamento) em concentragcées de 1000 ug de cada
fragdo (evaporada a 60°C) em 100 uL de dimetilsulfoxido (DMSO), sendo em seguida
depositadas em membrana de 0,22 pm (MILLEX ®

Na técnica de difusdo em agar utilizando cilindros, foram depositadas 100 yL
de cada uma das amostras em cada cilindro e para o teste de difusdo em agar
utilizando a técnica de antiobiograma, aliquotas de 50 uL das fragbes anteriormente
preparadas foram impregnadas em discos de papel Whatmann n° 1 (7 mm de
didmetro) e distribuidos sobre as placas contendo o meio de cultura.

Como controle foram utilizados 50 upL dos respectivos solventes puros,
aplicados aos cilindros e aos discos. As placas foram incubadas a 35 °C = 1 durante 24
horas para bactérias e 24°C * 1 durante 5 dias para leveduras. Passado esse periodo,
foram inspecionadas quanto a presenga de halos de inibicdo (medidos em mm). Todos

os ensaios foram realizados em triplicata e tiveram como controle positivo o antibiético
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gentamicina 10 pg/disco (NEWPROV®) para bactérias e como controle negativo o
solvente DMSO.

Para Simbes et al. (2001), a presengca de saponinas pode gerar agao
hemolitica e ictiotoxica, complexar esterdides, exercendo agao antifungica e
hipocolesterolémica, sendo importante o conhecimento de suas acdes presentes na
amostra estudada e a sua detecgao no reino vegetal, que pode ser efetuada por meio
da avaliagao da atividade hemolitica.

Schenkel et al. (1997) afirmaram que a presenca de saponinas nas folhas de
llex paraguariensis constituem fato importante, considerando seu alto conteudo, a
influéncia no grau de amargor do mate e os possiveis significados fisiolégicos,
reiterados por Mosimann, Wilhem-Filho e Silva (2006), que atribuiram a esses

metabdlitos o efeito hipocolesterolémico do extrato de erva-mate.

3.8 ANALISE DA CLOROFILA a E DA CLOROFILA b

Para a analise da clorofila, foi utilizado o método descrito por BARNES et al.
(1992), a partir da adicdo de 5 mL de DMSO aos extratos do material resinoso
(10 mg) triturado e dissolvido em acetato de etila, etanol, cloroférmio, éter etilico, éter
de petréleo e agua. Para a leitura da absorbancia foi utilizado espectrofotdmetro
Micronal mod. B 582, nos comprimentos de onda 648 e 665 nm, e os valores obtidos

foram introduzidos nas seguintes formulas, expressas nas equagdes 3 e 4:

Ca = 14,85 (Asss) — 5,14(A 648) (3)

Cb = 25,48 (Asss) — 7,36 (Asss) (4)

Onde: C, = quantidade de clorofila a em pg/mL.;

Cp = quantidade de clorofila b em pg/mL
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 MATERIAL RESINOSO

4.1.1 Caracterizacao fisica

A partir da caracterizag&o fisica, o material resinoso revelou forma irregular,

aspera, rugosa, com grande resisténcia ao processo de moagem (moinho de facas) e

aspecto brilhante sob a incidéncia da luz natural (FIGURA 19). Coloragao verde oliva

acinzentada, aroma e sabor intenso de mate, amargo.

.- ; e |
FIGURA 19 — ASPECTO MACROSCOPICO DO MATERIAL RESINOSO DE ERVA-
MATE
FONTE: NAKASHIMA (2005).

A Tabela 3 apresenta as caracteristicas sensoriais e pH do material resinoso.

TABELA 3 - CARACTERIZAGAO SENSORIAL E pH DO MATERIAL RESINOSO
RESULTANTE DO PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE

Propriedade sensorial Extrato aquoso Extrato hidroalcodlico
Cor Verde escuro Castanho escuro
Odor Aomatico intenso de Aromatico intenso de
erva-mate erva-mate
Sabor Amargo caracteristico Caracteristico

pH 7,0 5,0
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4.1.2 Caracterizacao fisico-quimica

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos a partir da caracterizagao
fisico-quimica do material resinoso, que incluiu a determinacao do residuo mineral fixo

(cinzas), residuo mineral fixo insoluvel em HCI 10%, nitrogénio e extrato etéreo.

TABELA 4 - CARACTERIZAGAO FiSICO-QUIMICA DO MATERIAL RESINOSO
PROVENIENTE DA ERVA-MATE

Componentes Material resinoso
%
Residuo mineral fixo (cinzas) 11,62 £0,531
Residuo mineral fixo insoluvel em HCI 10% 2,23 + 0,032
Nitrogénio 1,26 £0,022
Extrato etéreo 7,36 £0,073

Segundo a literatura, o residuo mineral fixo consiste do material obtido apds a
incineragdo (queima) do material a temperatura de 550 °C e estabelece a qualidade de
substancia residual no processo de incineragdao. O residuo mineral fixo insoluvel em
HCI 10% esta relacionado ao teor de silica na amostra, como areia, terra e argila,
constituintes que dependem do grau de contaminagdo do produto por componentes
minerais provenientes do préprio solo (DA CROCE, 2002).

No material resinoso analisado, o valor de residuo mineral fixo obtido foi de
11,62%, aproximado ao valor médio de 9,15% encontrado por Lopez Velazquez et al.
(2006) para os p6s dos secadores e moinhos ervateiros estudados e que diferem dos
resultados obtidos para os pés das folhas cancheadas (PFC) e ramos desidratados e
moidos (RDM), respectivamente 3,03% e 7,3%, descritos por Contreras (2007).

Os resultados apresentados para os residuos analisados diferenciam-se do
valor médio de 6% determinados para as folhas de erva-mate comerciais por Gutkoski
et al. (2001) ou os resultados descritos para as folhas por Da Croce (2002); Esmelindro
et al. (2002) na analise das folhas em diferentes etapas de processamento; Bordenave
et al. (2005) e por Reffatti, Lorenzetti e Rodrigues (2006).
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Os valores obtidos no presente trabalho sado, portanto, concordantes com
Lopez Velazquez (2006) na afirmagcédo de que o aumento observado na analise das
cinzas indica que nos subprodutos, provavelmente, existem componentes diferentes ao
produto. Para os autores, os maiores valores obtidos correspondem a pds muito finos,
com restos de contaminantes.

Com relagdo ao residuo mineral fixo insoluvel em HCI 10%, o valor
encontrado para o material resinoso foi de 2,23%, superior ao resultado de 0,43% para
as folhas obtido por Gutkoski et al. (2001) e de 0,12% a 0,91% registrados por Da
Croce (2002), o que pode ser atribuido a presenga de silica no material analisado e
que Ihe fornece rigidez.

O nitrogénio € o macronutriente aniénico mais abundante nas plantas, o mais
exigido pela maioria das culturas e faz parte da molécula de clorofila (LOURENCO et
al., 1997). Na pesquisa com o residuo, foi obtido na determinacdo desse nutriente o
valor de 1,26%, resultado inferior ao verificado para as folhas por Borille, Reissmann e
Freitas (2005), que relataram valores entre 2,71% e 3,15%, assim como para Pandolfo
et al. (2003), em experimentos que avaliaram a resposta da erva-mate a adubagao
mineral e organica em latossolo aluminoférrico, que obtiveram 2,4% para as folhas
originadas de cultivo sem adubo nitrogenado e 2,9% para as folhas cultivadas com
adubo nitrogenado.

Na determinagdo do extrato etéreo do material resinoso, foram encontrados
valores de 7,36%, atribuido a extragdo das substancias soluveis no solvente oriundas
de folhas, caules e gravetos presentes no material resinoso. Esse valor € superior aos
valores médios registrados por Esmelindro et al. (2002) para folhas secas e
cancheadas nos secadores rotativo e esteira estudados, assim como para os restos
de ramos e pos originados em secadores e moinhos ervateiros (gravetos, folhas e pos)
descritos por Lopez Velazquez et al. (2006) correspondente a 3,18% e de Contreras
(2007) que obteve para os estudos com o pé das folhas cancheadas (PFC) 3,38% e
para os ramos desidratados e moidos (que ficam nas peneiras de cancheamento)
RDM obteve 0,38%.

Vale ressaltar que o material resinoso € um produto da concentragdo de
componentes, diferindo das folhas, gravetos, ramos e pdés que foram analisados pelos
outros autores que foram separados de sua matriz.

Os resultados descritos, por outros autores pesquisados, podem ser
considerados como produtos de processo de separagao, enquanto o material resinoso

€ originado na aglomeragao de materiais, 0 que permite sugerir que provavelmente
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ocorreu ganho decorrente da presenga de algum componente originario de ramos
folhas, e eventualmente frutos e sementes de erva-mate que estdo concentrados no
material resinoso e que podem apresentar componentes extraiveis pelo solvente
organico utilizado na determinacgéo.

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos na determinagao dos elementos

minerais do material resinoso.

TABELA 5 - COMPONENTES MINERAIS DO MATERIAL RESINOSO
PROVENIENTE DA ERVA-MATE

Elementos minerais Valores (ppm) / desvio padrao
Cd 0,03 £ 0,00
Cr < 0,06 £ 0,00
Cu 0,48 + 0,03
Fe 39,4 + 0,01
Ni <0,10+£0,00
Pb 0,58 + 0,00
Zn 0,69+ 0,14
Mn 16,56 + 0,04
Al 45,00 + 0,00
Ca 172,00 £ 0,52
K 164,00 + 0,58
Mg 68,00 £ 2,07

Maiocchi et al. (1989) relataram para o Cu, Zn, Fe, Mn, Ca, Mg e K em folhas
de erva-mate resultados superiores somente para o elemento Mg, em relacdo aos
descritos para material resinoso. Na analise da erva-mate tipo chimarrdao, Henrichs e
Malavolta (2001) referem-se a valores inferiores aos determinados nesse estudo,
exceto para o Cd e Pb, empregando a digestao nitropercldrica e leitura em aparelho de
emissao atbmica com plasma de argbnio, e ainda para o Mg, K, Ca concentragdes de
4,9; 6,3 e 13 g/kg e para o Al, Mn, Zn, Ni, Fe, Cu, Cr e Cd concentracbes de 40,3; 880;
40; 1,9; 185; 8,9; 1,5 e 0,01 mg/kg, respectivamente. Sanz e Isasa (1991) verificaram
o destaque nas concentracdbes de Mg e Mn na matéria seca e na infusao,
apresentando também elevadas concentragdes de K, intermediaria de S, Ca e P, baixa
de Al e tracos de Cd.
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Analisando-se os resultados obtidos para a determinacido dos componentes
minerais, as diferencas encontradas podem ser atribuidas as caracteristicas das
amostras e do processamento ao qual foram submetidas. O material resinoso estudado
forma-se sob acéo das facas e mantém-se acumulado na chipiadeira, em contacto com
elas por algum tempo, quando pode agregar os elementos de sua composigao e elevar

0s niveis dos metais no material.

4.1.3 Pesquisa de fitocompostos

Obteve-se na pesquisa do extrato aquoso resposta positiva para glicosideos
antocianicos, taninos, glicosideos saponinicos e aminogrupos e para o extrato
hidroalcodlico, os resultados foram positivos para alcaldides (exceto em relagédo ao
reativo de Mayer), glicosideos flavonicos, glicosideos sapononinicos e para a presenga
de aminogrupos.

A indicagédo da presenga de heterosideos cianogenéticos foi negativa para o
extrato aquoso da material resinoso; esta reagcdo ocorre com o surgimento de
coloragao avermelhada no papel picro-sédico pela a formacdo de isopurpurato de
sodio. A presenga do grupo cianogenético ndo € comum na erva-mate.

A indicacdo da presenga de taninos foi confirmada pela positividade nas
reagcdes com FeCls 1% para os hidrolisaveis (cor com tonalidade azulada) e com o
hidréxido de potassio 5 % (tonalidade verde) para os taninos condensados.

Os resultados obtidos na caracterizagao fitoquimica do extrato aquoso e do

extrato hidroalcodlico do material resinoso sao apresentados na Tabela 6.



80

TABELA 6 - CARACTERIZAGAO FITOQUIMICA DO EXTRATO AQUOSO E
HIDROALCOOLICO DO MATERIAL RESINOSO PROVENIENTE DA
ERVA-MATE

Substancias / Reacao Ext. aquoso Ext.
hidroalcodlico/Fragoes

GLICOSIDEOS ANTOCIANICOS

pH 3 +
n.p.
pH 7 +
n.p.
pH 10 +
n.p.
GLICOSIDEOS CIANOGENETICOS
Reacéao de picrato de sodio - n.p.
TANINOS
NH4F€(SO4)2 1% - n.p.
Reagado com solugao de gelatina 2,5% em
cloreto de sédio 0,9% - n.p.
Reacao de formol-cloridrico
* taninos hidrolisaveis + n.p.
* taninos condensados + n.p.
ACIDOS FIXOS
Reativo de Nessler - n.p.
ACIDOS VOLATEIS
Reacao c/ acido sulfarico + papel - n.p.
pH
AMINOGRUPOS
Reagao ninhidrina + ++
GLICOSIDEOS SAPONINICOS
Espuma persistente ++ ++
ALCALOIDES/METILXANTINAS
Reativo de Bertrand n.p. +
Reativo de Bouchardat n.p. +
Reativo de Dragendorff n.p. +
Reativo de Mayer n.p. -
GLICOSIDEOS FLAVONICOS
Reacédo de Shinoda n.p. +++
Pastilha de zinco n.p. +++
Reacao oxalo-bdrica n.p. +++
GLICOSIDEOS ANTRAQUINONICOS
Reacédo de Borntraeger n.p. -
CUMARINAS
Fluorescéncia sob luz UV n.p. -
ESTEROIDE / TRITERPENOIDE
Reacé&o de Liebermann Bouchardt n.p. -

Obs: (=) = auséncia de reagao; (+) = intensidade de reagéo; +++ = maximo; ++ = médio; + = minimo; n.p.
= nao pesquisado.
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O reativo de Nessler identifica a amonia associada em forma de sal amoniacal,
indicando a presenca de acidos fixos no extrato aquoso; acidos que nao fixam a
amoénia e dao reacdo negativa com o reativo: acido féormico, acido propiénico e
aminoacético. Para o extrato analisado foi negativo.

Na pesquisa de saponinas, verificou-se a presenca de espuma persistente,
mesmo apos decorridos 30 minutos de repouso, com altura superior a 1 cm, indicando
presenca de glicosideos saponinicos; as saponinas possuem propriedades emulsivas;
suas solugdes aquosas sao coloidais e a formacdo de espuma decorre da tensao
superficial elevada das solugdes.

Para a pesquisa de aminogrupos, a indicacdo da presenca deste metabdlito é
decorrente do desenvolvimento de coloragao azulada/violacea/roxa ou amarela (prolina
e hidroxi-prolina) com o reativo de Ninhidrina, confirmada pela coloragao violacea em
placas de silica gel, tanto para o extrato aquoso como para o hidroalcodlico.

Para alcaldides, a pesquisa realizada com os reativos gerais (Bertrand,
Bouchardat, Dragendorff) resultou positiva com a formagao de precipitados (branco,
tijolo, alaranjado, respectivamente) que foram solubilizados pela adicdo de solugéo
etandlica de acido tartarico a 5%.

Os glicosideos flavénicos foram caracterizados pela reagdo de Shinoda com o
aparecimento de coloragao résea que indicou reagao positiva e a reagao oxalo-borica
evidencia fluorescéncia amarelo esverdeado, quando observado sob a luz ultravioleta
365 nm, indicativos da presenga de rutina, quercetina e canferol (nos grupos dos
flavondides).

Valduga et al. (1997), em anadlise de folhas de erva-mate, obtiveram como
neste estudo resultados positivos para alcaldides, flavondides, saponinas, taninos,
acidos volateis e aminogrupos, mas a presenca de glicosideos antocianicos, esteroides
e/ou triterpendides encontrados pelos autores ndo foi confirmada. Este fato pode ser
atribuido as diferencas proprias das amostras analisadas e a fatores relacionados a

época de plantio e colheita, ou devido a composig¢ao do solo.
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4 1.4 Teor de soélidos

A analise para determinacdo do teor de sdlidos representa a quantidade de
substancias capazes de solubilizagdo pelo aquecimento da agua, sendo que outras
substancias podem ser responsaveis pela obtencio de valores mais elevados.

Para o material resinoso, a analise deste parametro, no extrato aquoso,
resultou no valor de 43,89%. Este resultado é superior ao descrito por Valduga et al.
(1997) para as folhas de erva-mate de amostras de Uni&o da Vitéria e Paulo Freitas, no
Parana, que foram de 29,43% e 33,90%, respectivamente. Da Croce (2002) registrou
a variacao de 36,1% a 46,7% para as folhas analisadas do estado de Santa Catarina,
verificando ainda que estes resultados apresentam tendéncia a aumentar a medida
que a folha vai envelhecendo.

Pokolenko e Schmalko (2005) estudaram a variagdo do extrato aquoso
proveniente da mesma plantacao e processamento de erva-mate em diferentes épocas
do ano e verificaram variagbes oscilando entre 32,51% a 40,27%, nas diferentes
épocas de colheita, no entanto nao foi observada alteracdo na velocidade da extragao
dos soluveis.

Gutkoski et al. (2001) encontraram resultados com variagao de 29,26% a
31,08% de sdlidos, em diferentes marcas de erva-mate analisadas.

Schmalko et al. (2000) registraram para a infusdo de mate quente 27,09% e
para o mate frio 15,60%, diferenciados provavelmente devido a forma
preparo/consumo e Escalada, Schmalko e Kanzig (1998) obtiveram para o extrato
aquoso das folhas de erva-mate 42,05 % e para os gravetos 21,11%.

Assim, o resultado obtido de 43,89% para a determinacdo dos sélidos do
material resinoso se assemelha ao obtido para ramos e pds de moinhos ervateiros de
Lopez Velazquez et al. (2006), que variou entre 30,82% e 44,1%, assim como o
descrito para as folhas por Escalada, Schmalko e Kanzig (1998), mas difere do valor
encontrado para os gravetos pelos mesmos autores e ainda por Gutkoski et al. (2001).

Na anadlise para determinagao do teor de solidos do extrato hidroalcodlico, o
resultado obtido foi 33,84%.
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42  ANALISE CROMATOGRAFICA DOS EXTRATOS E DAS FRACOES

4.2.1 Determinagao de taninos e compostos polifendlicos

O melhor resultado de separagdo cromatografica dos extratos do material
resinoso para a determinagdo dos compostos polifendlicos foi obtido através da mistura
de solventes butanol:acido acético:agua (5:1:4), utilizando como fase fixa
cromatoplacas de Silica GF 254 — Merck. Os reveladores utilizados foram exposicao da
cromatoplaca a luz UV e posterior nebulizagdo com cloreto férrico 5% em etanol,
desenvolvendo coloragdes esverdeadas, marrom e castanho para os taninos, tendo
sido utilizados como substancias de referéncia os flavonoides rutina, quercetina e
canferol. Andrade (2003) obteve o melhor cromatograma para os compostos fendlicos
das folhas de erva-mate cultivadas em diferentes condi¢des de luminosidade,
utilizando como fase movel acetato de etila:acido formico:agua, diferente dos solventes
empregados para o material resinoso em estudo.

A Figura 20 apresenta o cromatograma em CCD de compostos polifendlicos
onde podem ser observados os pontos 1: extrato bruto dissolvido EtOH; 2: padrao
quercetina; 3: extrato etandlico; 4: padrao rutina; 5: extrato butandlico; 6: padrao

canferol; 7: extrato acetato de etila.

1 2345 6 7

FIGURA 20 - PERFIL CROMATOGRAFICO EM CCD PARA COMPOSTOS
POLIFENOLICOS

Analisando-se a Figura 20, verifica-se a indicagdo da presenca de compostos

polifendlicos quercetina e canferol nos extratos etandlico bruto (1), etandlico - EtOH (3),
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butandlico n - ButOH (5) e acetato de etila AcoEt (7) analisados, devido a semelhanga
nas indicacdes de Rf obtidos.

Os resultados obtidos por Cardozo Junior et al. (2007) para a analise
cromatografica ds folhas de erva-mate demonstraram como melhor fase movel para as
folnas analisadas a mistura cloroférmio:acido acético:agua, revelador anisaldeido
sulfurico, tendo nas fragcdes aquosa e butandlica as maiores concentracbes de
compostos.

Para Heck e Mejia (2007), em média, a quantidade de polifendis extraiveis do
mate apresentam uma forte correlacdo com a capacidade antioxidante, no entanto
verificaram que a quantidade de compostos extraidos € afetada pelo método de
extragdo e o solvente agua ou solvente organico, sendo equivalente a 92 mg/g de
folha secas em acido clorogénico.

Em relacdo a presenca de flavonodides, obteve-se indicacdo da presenca desse
metabdlito no material resinoso na forma da rutina, confirmando os estudos de Bastos
e Torres (2003), Matsubara e Rodriguez-Amaya (2006) e Ribani e Rodriguez—Amaya

(2006) ,em estudos realizados para bebidas a base de erva-mate.

4.2.2 Determinagao de xantinas

Na determinacdo de xantinas por CCD, dentre as fases moveis testadas, os
melhores resultados foram obtidos com a fase mével cloroférmio:metanol (95:5), em
cuba saturada com vapores de amdnia. Para a revelagao utilizando-se mistura de iodo-
iodeto de potassio em cromatoplaca Silica Gel G, observou-se a coloragao castanha
desenvolvida para as amostras das fragcdes cloroférmio e etanol bruto, ambas
fortemente positivas, e para as substancias de referéncia cafeina, teobromina e
teofilina, com Rf semelhantes, resultados que coincidiram com os obtidos por Andrade
(2003).

Reginatto et al. (1999), utilizando o extrato cloroférmico das folhas de erva-
mate em CH,CL,:EOH (90:5) como eluente, obtiveram resultados positivos para a
confirmacéao da cafeina e teobromina por comparagao de Rf, no entanto o estudo com
o extrato aquoso nao é citado.

Na determinacdo das xantinas do material resinoso por CLAE (FIGURA 21),

observou-se picos com tempos de retencao indicativos de cafeina e teobromina com
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concentragbes de 0,72,03 pg/mL e 108,79 pg/mL, respectivamente e nao foi
confirmada a teofilina. Os resultados confirmam as informagdes de Borille, Reissmann
e Freitas (2005) com relagado a presenca das xantinas em folhas de erva-mate, mas as
guantidades obtidas s&o inferiores aos identificados por outros autores, confirmando-se
que os teores de cafeina na erva-mate podem apresentar decaimento em relagao a
folha (ESMELINDRO et al., 2002).
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FIGURA 21 - PERFIL CROMATOGRAFICO EM CLAE PARA MATERIAL RESINOSO
PROVENIENTE DO PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE

Borille, Reissmann e Freitas (2005) registraram concentracbes de 1,67% a
2,22% para, as xantinas. Esses componentes encontradas no mate por Heck e Mejia
(2007) incluem a teofilina, teobromina e cafeina, sendo esta encontrada em maior
concentragcédo (1% a 2% do peso seco), seguida da teobromina (0,3% a 0,9%) e a
teofilina em pequenas quantidades. Schubert et al. (2006) obtiveram teores de
metilxantinas totais (cafeina + teobromina), expressos em cafeina, para amostras de
ljui e Santa Maria (estado do Rio Grande do Sul) teores variaveis de 0,02% a 0,11%
e Pokolenko e Schmalko (2005) encontraram conteudo variavel entre 0,95% e 1,24%.
Gnoatto et al. (2007), avaliando a influéncia do método de extragdo nos teores de
metilxantinas, encontraram concentragdes variaveis de 0,22% a 0,79%, concluindo que
a eficiéncia da extragdo depende da solubilidade no solvente utilizado, justificando os

teores relativamente baixos obtidos por alguns autores para a teobromina.
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4.2.3 Determinacgéo de saponinas (fracéo butandlica)

Na determinacédo de saponinas por CCD, dentre as fases moveis testadas, a
que apresentou melhores resultados foi butanol:acido acético:agua (5:1:4) (fase
superior) e revelador OC + anisaldeido:acido sulfurico em cromatoplaca de Silica GF
254 — Merck., tendo como substancia de referéncia: saponina branca pura Quilay SAP 5
(IndusFlorestal (Quim. Ind. Y Florestal S.A, Santiago de Chile). Os resultados diferem
dos obtidos por Schenkel, Montanha e Gosmann (1996) que utilizaram como eluentes
diclorometano:etanol:agua (80:40:5), no entanto o resultado para a pesquisa foi
positiva, frente a intensidade da reagdo que confirmou a formacdo de espuma
persistente (NAKASHIMA, 1994).

4.3 ATIVIDADE HEMOLITICA

Os resultados da avaliagdo da atividade hemolitica dos extratos (Ell) do
material resinoso, aplicada com o objetivo de verificar a eventual hemolise produzida
pelas fragbes da matéria resinosa, em meio de agar sangue, confirmaram o resultado
negativo na reacdo de Lieberman Bouchardt, indicando a auséncia de saponina
esteroidal (TABELA 7), mas diferentes dos resultados encontrados por Ferreira et al.
(1997) que encontraram atividade hemolitica para extratos de saponinas e folhas de
erva-mate testados.

Na avaliagdo da atividade hemolitica de extratos do material resinoso, observa-
se que para o teste de difusdo em discos néo se formaram halos de hemdlise para os
padrées dos solventes utilizados e com relacado as fragdes, os halos observados sao
provavelmente decorrentes da difusdo do solvente no meio, ndo representando
atividade hemolitica. Para o teste de difusdo em cilindros ndo foram observados halos
para as fragées dos solventes butanol e éter de petréleo. Para o éter etilico (FIGURA
22), observou-se escurecimento (necrose) ao redor do orificio de aplicagdo do
solvente, ndo caracterizado como halo de hemdlise. Para os solventes etanol, acetato
de etila e cloroférmio, observou-se difusdo do solvente no agar sangue em diferentes

dimensoes.
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TABELA 7 - RESULTADOS DA AVALIAGAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA DAS
FRAGOES DO MATERIAL RESINOSO PROVENIENTE DA ERVA-

MATE
Extrato Padroes Difusdo em Padroes Difusdo em
discos disco cilindros (mm) cilindros

(cm) (mm) (mm)
Butanol = - 0,1 —— 0,2
Etanol = - necrose 01T e
Eter etilico  -—-—— = necrose = -
0= LY e—
petroleo
Acetatode @ -—---- 0,1 0,1 0,1
etila
Cloroformio = -~ e 0,1 0,2

------ = auséncia de halo.

FIGURA 22 - HALOS DE NECROSE FORMADOS PELO SOLVENTE ETER ETILICO

As fracbes etandlica, éter etilico, éter de petréleo e cloroférmica nao se
alteraram para o teste em discos. Para os dois tipos de testes, a fragao acetato de etila
apresentou um halo de 0,1 cm e a fragao cloroférmica apresentou um halo de difusdo
0,1 cm maior que o padrao.

Para Simbes et al. (2001), a presengca de saponinas pode gerar agao

hemolitica e ictiotoxica, complexar esterdides, exercendo agao antifungica e
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hipocolesterolémica, sendo importante o conhecimento de suas acdes presentes na
amostra estudada e a sua detecgao no reino vegetal, que pode ser efetuada por meio

da avaliagao da atividade hemolitica.

4.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O complexo fosfomolibdénio em meio aquoso possui coloracdo amarela,
tornando-se verde a medida que é reduzido por substancias antioxidantes. A coloragao
verde é tdo mais intensa quando maior for a atividade antioxidante da amostra.

Na determinagcdo da atividade antioxidante pelo método do fosfomolibdénio
efetuado com as folhas (referéncia) e o material resinoso na concentragdo de
200 ug/mL, respectivamente, foram avaliadas as fragdes acetato de etila, butandlica e
a aquosa, tendo como substancias de referéncia o acido ascorbico com 100% de
atividade antioxidante e a quercetina com 28,44%. Os dados obtidos foram analisados
através do teste “t” (Student) a partir do qual verificou-se atividade antioxidante nas
folhas e no material resinoso de 29,0% e 68,28%, respectivamente, e em comparagao
com a quercetina mostraram-se superiores. Com relagao ao acido ascérbico, os dados
obtidos nas folhas e no material resinoso foram superiores a 100%. Com relacédo as
fragdes AcOEt e BUOH do material resinoso, esta ultima apresentou melhor resultado
estatistico (0,5896). Confirma-se que a fragao butandlica apresenta valores superiores
aos da fragdo acetato de etila, no intervalo de uma hora, provavelmente devido a
presenca de metabdlitos mais polares.

Em relagcdo a avaliagdo da atividade antioxidante das fragcdes acetato de etila,
butandlica e a aquosa do material resinoso pelo método do DPPH, analisada
estatisticamente pelo teste “t” (Student), pode-se afirmar que a atividade observada no
extrato aquoso do material resinoso (0,5602) é superior aos valores obtidos nas
fragdes acetato de etila e butandlica (0,2434) do material resinoso, em nivel de 99% de
probabilidade.

Na anadlise dos resultados obtidos no estudo realizado, concorda-se com a
afirmacgao de Bastos e Torres (2003): a atividade antioxidante de infusdo a base de
erva-mate observada nos diferentes trabalhos mostra-se importante, independente da

metodologia analitica empregada ou da origem da erva-mate. Conhecer a composigao
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quantitativa e qualitativa dos compostos bioativos presentes em bebidas a base de

erva-mate e a educacao para o seu consumo pode trazer beneficios a populagao.

4.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Na prova de sensibilidade por difusdo em agar utilizando cilindros estéreis e
discos ndo houve formacao de halo de inibicdo nas amostras testadas e nos controle e
negativo (DMSO) utilizado. O DMSO ¢é substancia permeabilizante de membranas
celulares empregado ha varias décadas em medicina humana e veterinaria (JACOB,
1982), e permite potencializar drogas antibacterianas, antifungicas, antivirais e
antiparasitarias (POOTZ8 et al., 1967; BRAYTON®, 1986, citados por RIBEIRO,
CARVALHO FILHO e LISTONI, 2001).

Para Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005), a erva-mate esta entre as
diversas arvores nativas conhecidas pela etnofarmacologia por ter propriedades
antimicrobianas que deve-se a um grupo de compostos que incluem terpendides,
alcaldides, substancias fendlicas e polifendis, flavonas, taninos e cumarinas, alguns
dos quais fazem parte da composicdo quimica da erva-mate que também preenche
critérios de preservagdo ambiental e manejo auto-sustentavel. No estudo realizado, os
autores verificaram que o extrato hidroalcodlico da erva-mate inibiu os microrganismos
Shigella sonei, Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp coagulase (+) e
salientaram que estas atividades nao estao descritas nas referéncias consultadas.

Asolini et al. (2006) ndo encontraram formagao de halo de inibicdo para o
extrato aquoso de cha de erva-mate, mas obtiveram para o extrato etandlico halos de
inibicdo com medidas de 1,0 mm para Bacillus subtilis e Pseudomonas aeroginosa e
de 0,5 mm para Staphylococcus aureus. Observaram que o etanol utilizado nas
extragbes ndo teve nenhuma acéo inibitoria, no entanto verificaram que a atividade
antibacteriana foi sensivelmente melhorada.

Mello, Camara e Santos (2006) encontraram no estudo da atividade
antibacteriana do extrato hidroalcodlico da erva-mate efeito antimicrobiano em seis

bactérias gram positivas, incluindo o Staphylococcus aureus ATCC 6538, que também

8 POOTZ, G.; RAMPEY, J. H.; BENJAMIN, F. The effect of dimethyl sulfoxide (DMSO) in antibiotic
sensitivity of a group of medically important microorganisms. A preliminary report. Annales of New York
Academic Press, v.141, p. 261-272, 1967.

® BRAYTON, C. F. Dimethyl sulfoxide (DMSO): a review. Cornell Vet., v. 76, p. 61-90, 1986.
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foi avaliado no estudo com o extrato hidroalcodlico do material resinoso. Para os
autores, a atividade antimicrobiana pode ser atribuida a composicdo quimica da planta,
confirmando os estudos de Andrade (2003), e permitindo sugerir que este extrato
constitui-se uma perspectiva para obtencio de antibiético natural.

Assim, os resultados negativos obtidos para o material resinoso séo diferentes
daqueles descritos para as folhas por Gongalves, Alves Filho e Menezes (2005),
Asolini et al. (2006) e Mello, Camara e Santos (2006) para os extratos testados,

quando verificou-se halos de inibicdo somente para o antibiético gentamicina testado.

4.6 CLOROFILA a E CLOROFILA b

O carater hidrofilico/hidrofobico de uma substancia influi diretamente na
escolha do melhor solvente para a sua extragdo, e para a extracdo completa das
clorofilas, os solventes polares como a acetona, metanol, etanol, acetato de etila,
piridina e dimetilformamida sdo os mais eficazes enquanto hexano e éter de petrdleo
sdo menos eficazes (STREIT et al., 2005).

A Tabela 8 apresenta os valores obtidos para as concentragdes de clorofila a e
b no material resinoso, nas diferentes fracbes testadas, ordenadas em ordem

crescente para a concentracao da clorofila a.

TABELA 8 - CONCENTRAGOES DE CLOROFILAS DOS TIPOS a (Ca) E b (Cb) NAS
FRAGOES DO MATERIAL RESINOSO PROVENIENTE DA ERVA-

MATE
Fracao Ca (Mg/mL) Cp(pg/mL)
Eter petréleo 24,00 808,87
Extrato aquoso 6.473,6 5.969,35
Eter etilico 6.980,34 1.059,32
Extrato hidro-alcodlico 20% 7.959,71 3.535,49
Cloroférmio 8,334,34 80,62

Acetato de etila 16.473,64 3.060,86
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Na determinacdo das clorofilas a e b no material resinoso, para a clorofila a, a
maior concentracio foi obtida para o solvente mais polar, confirmando o trabalho de
Maiocchi e Avanza (2004). Para a clorofila b, a maior concentragao foi obtida no extrato
aquoso seguida pelo extrato hidro-alcoolico 20%, contrariando a informagdo com
relagao a sua solubilidade, que seria maior na fragcao éter de petréleo

A afinidade das clorofilas pelos solventes deve ser considerada na escolha dos
meios de extragcdo dos pigmentos em estudo, uma vez que a clorofila a € soluvel em
éter, etanol, acetona, cloroférmio e benzeno e fracamente soluvel em metanol e
praticamente insoluvel em éter de petroleo, enquanto a clorofila b € soluvel em éter de
petréleo, ligroina e metanol a frio, e insoluvel em alcool absoluto (MERCK INDEX,
1996).

Considerando-se a solubilidade apresentada para as clorofilas a e b nos
diferentes solvente, para diminuir o efeito da clorofila b no meio, para a extragao da
clorofila desse meio, o mais adequado seria a utilizacdo do acetato de etila como
solvente onde a quantidade de clorofila a € maior. Verificou-se a maior concentragao

da clorofila b no extrato aquoso.
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5 CONCLUSOES

O material resinoso apresentou como caracteristicas fisicas dureza acentuada,
coloragao verde escura e odor caracteristico de erva-mate. Os extratros aquoso e
hidroalcodlico apresentaram pH 7,0 e 5,0, respectivamente.

Como caracteristicas fisico-quimicas, os resultados obtidos foram teores de
cinzas de 11,62% e cinzas insoluveis em HCI de 2,23%; conteudo de nitrogénio de
1,26% e extrato etéreo de 7,36%. Na pesquisa de componentes minerais,
concentragbes expressivas de Ca (172,00 ppm), K (164,00 ppm ), Mg (68,00 ppm), Al
(45,00 ppm) e Fe (39,4 ppm).

Na prospecgédo fitoquimica, a pesquisa foi positiva para os metabdlitos
secundarios metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina), polifendis, saponinas,
flavondides, alcaldides, taninos e aminogrupos, considerando-se os extratos aquoso e
hidroalcodlico estudados.

Verificou-se auséncia de atividade hemolitica e na avaliagdo da atividade
antimicrobiana, os resultados foram negativos para as condigbes testadas -
microrganismos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans.

A atividade antioxidante obtida para o material resinoso foi superior ao padrao
quercetina.

Com relacéao a clorofila, a concentracido obtida para a clorofila a foi superior em

meio de acetato de etila e para a clorofila b em meio aquoso.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando-se os dados obtidos, sugere-se o aprofundamento dos estudos
com o material resinoso, subproduto da industria da erva-mate.

O produto material resinoso apresentou quantidade de polifendis e clorofila
maior que as folhas, provavelmente devido a concentragdo de componentes
proporcionada por interferéncia do processamento, justificando ampliar os estudos e
pesquisa desse material.

Frente aos efeitos inicial e “empiricamente” observados na agricultura, e
analiticamente detectados, sugere-se aprofundar as possibilidades de aplicagdo do
material resinoso na agricultura, como fonte de minerais para o solo.

Considerando-se os atuais estudos dos efeitos das saponinas em beneficios
fisiolégicos da saude, o material resinoso pode ser uma fonte para obtencédo desse

componente.
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