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RESUMO

llex paraguariensis (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como erva-mate, é uma
espécie nativa da Ameérica do Sul, da qual sdo obtidas diversas bebidas. Esta planta
tem ganhado rapida introducdo no mercado industrial, na obtencéo de chas ou como
ingrediente de alimentos formulados e suplementos dietéticos, devido as suas varias
propriedades (antioxidante, estimulante do sistema central, hepatoprotetora, etc). No
presente trabalho foram avaliados os efeitos da maturagdo das folhas (jovens ou
maduras), do local de cultivo (sol ou sombreado) e de processamentos pos-colheita
(in natura, cancheamento ou oxidacao) sobre os polissacarideos e componentes do
seu metabolismo secundario. Extracfes aquosas foram realizadas, e o extrato bruto
precipitado com etanol, resultando em duas fracdes. Os polissacarideos, presentes
no precipitado, apresentaram como componentes monossacaridicos majoritarios
Ara, Gal, GalA e Glc em todas as amostras. Analises por espectroscopia de RMN-
HSQC indicaram a presenca de trés polissacarideos: arabinogalactana tipo I, acido
poligalacturénico e amido. Algumas diferencas na intensidade de sinais foram
observadas quando os espectros de HSQC foram comparados entre os diferentes
tratamentos. As folhas oxidadas apresentaram uma diminuicdo na intensidade de
sinais referentes ao amido e ao acido galacturénico, indicando que este processo
estaria provocando a degradacdo destes polissacarideos. As frac6es sollveis apos
a adicdo de etanol foram analisadas por ESI-MS e UPLC, sendo que varios
compostos foram identificados, entre estes, fendlicos, xantinas, saponinas e
carboidratos. Posteriormente estes compostos foram quantificados e os resultados
comparados. Além disso, as frac6es foram testadas com relacdo a sua atividade
antioxidante. Em geral, as folhas cultivadas ao sol apresentaram concentracdes
mais altas dos compostos analisados, quando comparadas as cultivadas em
sombra. O tratamento que as folhas foram submetidas apds a colheita também teve
influéncia sobre esta composicao. Folhas cancheadas apresentaram um decréscimo
na concentracdo de xantinas, enquanto que as oxidadas apresentaram uma menor
concentracdo de compostos fendlicos, quando comparadas com folhas verdes (in
natura). A reducdo na concentracdo de fendis esta diretamente relacionada com a
diminuicdo da atividade antioxidante e, consequentemente, entre tratamentos
testados, as folhas oxidadas apresentaram a menor atividade antioxidante.



ABSTRACT

llex paraguariensis (Aquifoliaceae), popularly known as yerba mate, is a native of
South America, from its leaves several drinks is obtained. This plant has been rapid
introducted into the industrial market, either as tea itself or as an ingredient in
formulated foods and dietary supplements, mainly due to its properties (antioxidant,
central system stimulant, hepatoprotective, etc.). The present study evaluated the
effects of leaves maturation (young or mature), cultivation condition (sun or shade)
and post-harvest processing (in natura, cancheamento or oxidation) on the
polysaccharides and secondary metabolites. Aqueous extractions were performed,
and the crude extract precipitated with ethanol, resulting in two fractions. The
polysaccharides, in the precipitated, presented as major monosaccharides Ara, Gal,
GalA and Glc in all samples. Analysis by HSQC-NMR spectroscopy indicated the
presence of three polysaccharides: type Il arabinogalactan, polygalacturonic acid and
starch. Some differences in the intensity of signals were observed when the HSQC
spectra were compared among different treatments. The oxidized leaves showed a
decrease in the intensity of signals associated with starch and galacturonic acid,
indicating that this process would degrade these polysaccharides. The soluble
fractions after the addition of ethanol were analyzed by ESI-MS and UPLC, and
several compounds were identified, among these, phenols, xanthines, saponins and
carbohydrates. Subsequently these compounds were quantified and the results
compared. Furthermore, the fractions were evaluated for their antioxidant activity.
Generally, leaves grown under sunlight had higher concentrations of composts, when
compared those grown in shade. The treatment which the leaves were submitted
after harvest also had an influence on this composition. Processed leaves showed a
decrease in the concentration of xanthines, while the oxidized showed a lower
concentration of phenolic compounds when compared with green leaves (in natura).
The reduction in the concentration of phenols is directly related to decreased
antioxidant activity, consequently among the treatments, the oxidized leaves had the
lowest antioxidant activity.
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1 INTRODUCAO

Esta pesquisa aborda a identificacdo e caracterizacdo de compostos
fitoquimicos em extrato aquoso de folhas de erva-mate de diferentes idades (jovens
— 1 més e maduras — 6 meses), sob diferentes condi¢des de cultivo (sol e sombra) e
submetidas a processamentos diferenciados (in natura, cancheamento e oxidada).

A llex paraguariensis St. Hill (Aquifoliaceae), conhecida popularmente como
erva-mate ou simplesmente mate, € uma espécie nativa da América do Sul e tem
sua ocorréncia natural restrita a trés paises: Brasil, Paraguai e Argentina. Cerca de
80% da &rea de ocorréncia pertence ao Brasil, distribuindo-se entre os estados do
Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul e S&o Paulo. A
regido Sul € a maior produtora, além de consumidora, devido a tradicdo do
chimarrdo (HECK; DEMEJIA, 2007).

O chimarrdo é a forma mais difundida de consumo da erva-mate, sendo
preparado como infusdo a quente das folhas e ramos processados e bebido em cuia
de porongo (NIETSCHE, 2000), o recipiente tipico dessa cultura. Na América do Sul,
aproximadamente 30% da populacdo ingere mais de 1 litro por dia dessa bebida
(FILIP, 2000). Outra forma de consumo do mate se da na forma de cha, o qual é
preparado pela adicdo simples de agua quente ao extrato seco da planta (extrato
aqguoso liofilizado). Também pode ser ingerido na forma de tereré, o qual é
semelhante ao chimarrdo, no entanto, o mate é ligeiramente torrado e deixado em
repouso por cerca de 8 meses em local seco para somente entdo ser consumido
com agua fria (BASTOS; TORRES, 2003).

A cultura de utilizacdo da erva-mate, descoberta pelos indios e
posteriormente adotada pelos colonizadores, representa uma expressao cultural
forte nas regibes onde é nativo (PASINATO, 2004). Além da importancia cultural,
diversos estudos tém comprovado 0s beneficios a saude proporcionados pelo
consumo de bebidas a base de erva-mate e inUmeras investigagdes relacionadas a
sua producdo vém sendo desenvolvidas. Este interesse se deve ao fato desta
espécie vegetal apresentar propriedades alimenticias e medicinais (tonica, diurética,
antiinflamatoéria, antioxidante, entre outras) (ALIKARIDIS, 1987; KIKATANI,
WATANABE; SHIBUYA, 1993; MEYER; HEINONEN; FRANKEL, 1998; KRAEMER
et al.,1996).
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Diversos compostos quimicos foram identificados na erva-mate e acredita-se
que eles sdo o0s responsaveis pelas propriedades da planta. Os principais
compostos bioativos presentes sdo os compostos fendlicos, as saponinas e as
metilxantinas. Nesta Ultima classe de compostos encontram-se a cafeina, a
teobromina e a teofilina (ALIKARIDIS, 1987), componentes de reconhecida acgéo
sobre o sistema nervoso central, aos quais € atribuida a agcédo estimulante do mate.
Dentre as classes de saponinas encontram-se triterpendides glicosilados, os acidos
ursélicos e oleandico (GNOATTO et al., 2007). Tais substancias sdo responséaveis
pelo amargor e espuma do mate, além de outras propriedades biologicas. Entre os
compostos fendlicos destaca-se 0 elevado conteddo de derivados de
cafeoilquinicos, como o acido clorogénico e seus isdmeros, aos quais se atribui a
acéo adstringente e antioxidante do produto (CLIFFORD, 1990; CARDOZO-JUNIOR
et al., 2007)

Nos ultimos anos, as industrias ervateiras tém buscado ampliar o mercado da
erva-mate com o langcamento de novos produtos, como 0s compostos de erva-mate
e o0 cha aromatizado. Recentemente iniciou-se a demanda da matéria-prima para
industrias quimicas e farmacéuticas, com interesse na producdo de produtos de
higiene e beleza que utilizam a esséncia de erva-mate para a producdo de sabonete
liguido, xampus e cremes para pele (MOSELE, 2002).

Para Campos (1996), o desenvolvimento tecnoldgico da erva-mate e
derivados requer investimentos em pesquisa, modernizacdo e otimizacdo dos
processos de producéo, bem como a busca de uma maior qualidade e diversificagao
de produtos. Por se tratar de uma planta de composicdo quimica elevada, além dos
atributos ja conhecidos, pode-se vislumbrar muitas aplicacbes potenciais, as quais
poderiam vir a ampliar o consumo de erva-mate e, conseqientemente, a
prospeccao de novos mercados, nacionais e internacionais (VALDUGA, 1994).

A grande maioria das pesquisas relatadas foi conduzida com a erva-mate
beneficiada para o chimarrao, isto €, seca e cancheada. A torrefacdo pode promover
mudancas na composi¢cdo quimica dos vegetais, como a degradacdo de cafeina e
acidos fendlicos e a formacdo de melanoidinas, pirazinas e pirinas, assim como
alterar a cinética de extragdo de compostos bioativos (BASTOS et al., 2006b) o que
pode levar a modificacdes na biodisponibilidade e em atividades biologicas, como a

atividade antioxidante (MANZOCCO et al., 2001). Dessa forma, o processamento da
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erva-mate em chimarrdo ou outros processos, como a oxidagédo, podem influenciar
sua composi¢ao quimica, diminuindo ou alterando componentes ativos.

Devido a elevada importancia econdmica da erva-mate nas regides de
ocorréncia desta espécie e pela quase inexisténcia, na literatura cientifica, de
estudos relacionados as mudancas estruturais que ocorrem durante o
amadurecimento das folhas, influenciadas ou né&o pelo modo de cultivo, ou ainda
pela maneira como as folhas sdo processadas. Um melhor entendimento dessas
alteracbes auxiliard no desenvolvimento de produtos com maior qualidade e

aceitabilidade de mercado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FITOQUIMICA E O USO DE PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais no tratamento de enfermidades é conhecido
desde a mais remota antiglidade, sendo as obras mais antigas sobre medicina e
plantas medicinais originarias da China e Egito (ALZUGARAY; ALZUGARAY, 1983).
Diversas culturas se valeram das plantas medicinais, sendo esta a principal, ou
mesmo a Unica matéria prima para elaboracdo de medicamentos (ODY, 1993). No
inicio do século XX, a descoberta e o desenvolvimento de processos de sintese de
compostos organicos, culminaram no desenvolvimento de diversos medicamentos.
Entretanto, efeitos colaterais, causados por eles, somados aos altos valores dos
medicamentos sintéticos promoveram a busca por novas drogas, e o interesse por
compostos fitoterdpicos, uma alternativa de tratamento (VOLAK; STODOLA, 1990).

Em 1915 Sydler propbs o termo Farmacognosia para o estudo de drogas e
medicamentos de origem natural, sendo a maioria proveniente de vegetais. Essa
area da farmacologia, como ciéncia, passou a ser subdividida em &reas mais
especificas, como por exemplo, a farmacoergasia que estuda as melhores formas de
cultivo para cada planta e a farmacoquimica (fitoquimica) que estuda a origem, a
sintese e as formas de extracdo dos compostos.

O estudo fitoquimico de plantas medicinais constitui numa alternativa na
procura de novos agentes terapéuticos, sendo que tanto o levantamento bibliogréafico
como o conhecimento popular sdo levados em consideracdo para a identificacdo da
atividade farmacoldgica.

Dessa forma o estudo de plantas medicinais, € uma ciéncia complexa,
dependendo de muitas formas de conhecimento, e conseqiuentemente, de
profissionais especializados em diferentes areas do saber (Di STASI, 1995).

Os compostos produzidos pelos vegetais sao agrupados em dois grupos: 0s
metabdlitos primarios, tais como carboidratos, proteinas e lipideos; e os metabdlitos
secundarios que sdo compostos elaborados a partir da sintese dos metabdlitos
primarios, tais como compostos fendlicos, terpendides, 6leos essenciais, alcalbides,
entre outros. Sao esses compostos 0s responsaveis pelos efeitos medicinais, ou

toxicos, das plantas, e eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que



27

podem atuar na atracao de polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra
estresse ambiental (BALADRIN et al., 1985; Di STASI, 1995).

A utilizacdo de espécies medicinais pela populacdo brasileira é relativamente
grande, e seu uso e conhecimento vem sendo transmitido de uma geracao para
outra. Entretanto, estudos cientificos integrados em diferentes é&reas do
conhecimento, confirmando o emprego das plantas medicinais, s6 passaram a ser
realizados a partir da década de 70 (CALIXTO, 2003).

O Brasil é proprietario da maior biodiversidade do planeta, estimada em cerca
de 20% do numero total de espécies do mundo. Este patriménio genético tem valor
econdmico estratégico inestimavel em varias atividades, mas € no desenvolvimento
de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade (LAPA et al., 2003;
CALIXTO, 2003). A razdo desta afirmacdo é facilmente comprovada quando se
analisa o numero de farmacos obtidos direta e indiretamente a partir de produtos
naturais, jA& que cerca de um terco dos medicamentos mais vendidos no mundo
foram desenvolvidos a partir de plantas medicinais utilizadas na medicina popular
para os mais diversos fins (CALIXTO, 2003; SKY, 2003).

Baseado nestes principios e conhecendo-se também o valor cultural e
econdbmico da llex paraguariensis, € que despertou-se 0 interesse em realizar
investigac6es mais detalhadas com relagdo a composicdo quimica desta planta sob

determinadas condicgdes.

2.2 ERVA-MATE

2.2.1 Descricao botanica

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hill) € uma arvore didica, subtropical,
perene, nativa da América do Sul, pertencente a familia Aquifoliaceae (SANTOS,
2004). Sua éarea de ocorréncia natural compreende o nordeste Argentino, Leste do
Paraguai e regido Sul do Brasil (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul). Em
menor quantidade, aparece no Mato Grosso do Sul e em reduzidos nichos de
ocorréncia de Araucaria angustifélia em Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo
(PASINATO, 2004). A Figura 1A mostra as principais regides onde o mate é

cultivado.



28

De altura variavel, a erva-mate quando cultivada atinge cerca de 3-5 m,
porém, na floresta pode alcancar 25 m de altura. As folhas apresentam limbo
obovado e, comumente, tém de 5 cm a 10 cm de comprimento por 3 cm a 4 cm de
largura (CARVALHO,1994) (Figura 1B). O mate é uma espécie produtora de flores e
frutos, florescendo no periodo de outubro & novembro e frutificando de marco a
junho. A planta requer um regime anual rigoroso de chuvas, mas é pouco sensivel a
temperatura, sendo capaz de resistir a temperaturas de -6 °C, assim como periodos
de neve, 0s quais acontecem em algumas das regibes onde é cultivada (HECK;
DEMEJIA, 2007).

FIGURA 1 — (A) AREA DE DISTRIBUICAO DA ERVA-MATE, (1) ARGENTINA; (2)
BRASIL; (3) PARAGUAI E (4) URUGUAI. (B) llex paraguariensis

(PLANTA).
FONTE: Adaptado de Heck e De Mejia (2007).

O cultivo e colheita do mate ndo sao procedimentos uniformes, sendo
realizados por varios métodos, dependendo da regido. As trés maneiras principais
para o cultivo e colheita sdo a exploracao extrativista da floresta natural (ervais
nativos), sistema misto, e plantaces cultivadas (monocultivo). O consorciamento
com outras espécies (sistema misto) e a exploracdo dos ervais nativos sdo bastante
populares no Brasil e pouco utilizados no Paraguai, enquanto que os monocultivos
sdo a principal forma de producédo na Argentina (HECK, SCHAMALK; DEMEJIA,
2008).
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A exploragdo da erva-mate consiste em uma atividade agricola importante e
representa um auxilio no equilibrio dos ecossistemas locais, pois aceita o sistema de
consorciacdo com outras espécies e ajuda a conservar a diversidade bioldgica local
(PASINATO, 2004). No entanto, estudos tém considerado que o microclima, em
especial a luminosidade, € um fator determinante de alteracdo das caracteristicas
como area foliar e fitomassa nos cultivos de erva-mate (VIEIRA et al., 2003). Além
disso, acredita-se que o microclima poderia influenciar no sabor das infusbes do
mate, por haver diferencas na composicdo quimica de plantas cultivadas em
diferentes ambientes.

As melhores condi¢cdes de desenvolvimento, longevidade e produtividade da
erva-mate estdo intimamente ligadas a fertilidade do solo e sua exploracéo racional.
Quanto a longevidade, calcula-se que a planta seja capaz de viver, em estado
selvagem, algumas dezenas de anos, permitindo colheitas periddicas e sucessivas,
desde que sua exploracéo seja realizada com cuidado, pois existem indicagfes que
a producdo aumenta gradativamente apenas até os 30 anos de idade (VALDUGA,
2002).

2.2.2 Formas de uso

A cultura da utilizacdo da erva-mate é antiga no Sul do Brasil, tendo sido
iniciada pelos indios nos primérdios de sua civilizacao e inicialmente utilizada por
pajés e caciques, por atribuirem a ela poderes sobrenaturais. Com o passar dos
anos, passou a ser utilizada também pelos colonizadores, representando uma
expressao cultural forte na regido (BERKAI; BRAGA, 2000).

O consumo do produto esta atrelado a tradicdo de se tomar chimarrdo, cha ou
derivados, sendo os estados do Parand e Rio Grande do Sul os tradicionais
consumidores de chimarrdo, de forma que cerca de 80% do consumo de erva-mate
€ sob a forma dessa bebida. Ja no Mato Grosso do Sul demanda-se e aprecia-se
mais o cha mate e o tereré (PARANA, 2000).

O chimarrdo constitui-se na principal infusdo feita a base de erva-mate
triturada, com ampla difusdo na Argentina, Paraguai, Uruguai e Sul do Brasil. Para o
consumo tradicional, utiliza-se um recipiente de volume variavel, denominado cuia,

em que sdo acomodadas a erva-mate e a bomba, sendo esta um cilindro metélico



30

que filtra a infus&o no seu extremo inferior. “Tomar chimarrdo” constitui-se na succéo
(pelo outro extremo da bomba) do extrato obtido pela sucessiva adicdo de &gua
quente (70 °C a 90 °C) a erva-mate (SABBATELLA et al., 2006).

Diferente do chimarrdo e do cha mate, que sdo infusdes a quente, o tereré é
uma bebida fria preparada a partir de um produto diferenciado de folhas de erva-
mate, as quais sao trituradas de forma mais grosseira (ANDRADE et al., 1999 apub
PASINATO, 2004). As infusdes quentes permitem a extracdo quase completa dos
componentes solUveis em agua, porém na infusdo a frio (tereré) a extracdo dos
componentes sollveis é razoavelmente menor (PARANA, 2000).

A importancia da cultura do chimarrdo para o Rio Grande do Sul foi
formalizada pela promulgacdo da Lei n°® 11.929, de 20 de Junho de 2003, a qual
institui o chimarrdo como “bebida simbolo” do Estado do Rio Grande do Sul (RIO
GRANDE DO SUL, 2003). Além do mais, por ter sido esteio econdmico da
Revolucdo Farroupilha, a erva-mate passou a ser, desde entdo, representada na
bandeira do Rio Grande do Sul (LINHARES, 1969 apub PASINATO, 2004)

2.2.3 Situacgao do setor ervateiro no Brasil

O Rio Grande do Sul no inicio da década de 70 consistia no principal produtor
de erva-mate, respondendo por cerca de 50% da producdo do Pais. Sua producéo
foi reduzida e em 1989 sua participacdo caiu para 25%. No mesmo periodo, o
Parana aumentou em 10% sua participacdo na producdo nacional, tornando-se o
principal produtor, produzindo 55.000 toneladas de erva por ano, correspondendo a
cerca de 37% do total do pais (MOSELE, 1998).

O Estado de Santa Catarina, segundo produtor nacional, participando com
cerca de 36% sempre teve uma producdo préxima a paranaense. Enquanto ocorreu
uma reducéo da oferta de erva-mate no Rio Grande do Sul, da ordem de 65% no
periodo de 1970/89, verificou-se em contrapartida, que o Mato Grosso do Sul
apresentou um incremento de 270% (MOSELE, 1998). Em 2005 o principal produtor
foi o Parana, com uma producédo de 139.657 toneladas (58,5% do total nacional),
Santa Catarina o segundo, com 25,8%, seguidos pelo Rio Grande do Sul e o Mato
Grosso do Sul, os quais foram responsaveis por 15,6% e 0,2% da producgéo

nacional, respectivamente (IBGE, 2005).
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No Brasil 0 setor ervateiro compreende cerca de 450 municipios dos estados
do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul,
englobando cerca de 750 industrias, gerando um total de aproximadamente 700.000
empregos diretos e indiretos, para uma producdo anual aproximada de 650.000
toneladas.

Atualmente, o setor ervateiro ainda depende quase que exclusivamente da
comercializacdo da erva-mate na forma de chimarrdo (RUCKER; MACARI; ROCHA,
2003), o que limita o mercado as regides onde é produzida. Estudos tém sido
conduzidos com o intuito de identificar rotas alternativas para aplicacdo da erva-
mate, visando agregar valor a essa importante matéria prima regional (VALDUGA,
1994). Segundo o Anuério Brasileiro de Erva-mate (1999), ha um campo enorme
para o crescimento do consumo da erva-mate, tanto no Brasil, como no exterior.

Além de serem utilizadas no preparo de bebidas, as folhas de erva-mate
constituem matéria-prima para: corantes naturais, antioxidantes, cosmeéticos,

medicamentos (PASINATO, 2004), entre outros descritos na Tabela 1.

TABELA 1 — APLICACOES INDUSTRIAIS E USOS ALTERNATIVOS PARA A

ERVA-MATE.
Aplicacéo Industrial Sub-produtos comerciais Forma de utilizac&o
Bebidas Chimarrao, tereré e cha mate Infusédo quente e fria
Refrigerantes, sucos, cerveja e vinho Extrato de folhas
Insumos de alimentos Corante natural, conservante alimentar Clorofila e 6leo essencial

sorvete; balas, bombons, caramelos;
chicletes e gomas

Medicamentos Estimulante do sistema nervoso central, Extrato de cafeina e
compostos para 0 tratamento de teobromina
hipertensdo, pneumonia e bronquite

Higiene geral Bactericida e antioxidante hospitalar e Extrato de saponinas e
doméstico; exterilizante, emulsificante, Oleos essenciais
tratamento de esgoto, reciclagem do lixo
urbano

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

sabonetes

FONTE: Anuario Brasileiro da Erva-mate (1999).
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Devido a uma série de fatores — tecnoldgicos, econbmicos e legais — a
atividade ervateira nas diversas regides produtoras tem passado por um momento
de transicdo preocupante. Maiores investimentos em pesquisas, em avaliacdo de
custos dos diferentes sistemas produtivos e em capacitacdo de mao de obra sdo
algumas das solugbes apontadas para as dificuldades vividas atualmente pelo setor
ervateiro (RUCKER; MACARI; ROCHA, 2003).

A erva-mate, em se tratando de desenvolvimento de novos produtos,
apresenta um futuro muito promissor. Tanto na utilizacdo de seu extrato sollvel,
como na linha de chas, seus beneficios nutricionais e terapéuticos dariam suporte a
esta finalidade. As pesquisas nesta linha deverdo ser implementadas e
intensificadas e as indastrias alertadas para a importancia desta demanda,

estimulando-as a serem parceiras para as inovacoes.

2.3 PROCESSAMENTO E PRODUTOS

A erva-mate sera classificada como chimarrdo, quando for cancheada
(triturada e peneirada), padronizada, moida e preparada para o consumo com agua
quente e sera classificada como cha mate quando for cancheada e tostada para o
consumo como infusdo (BRASIL, 1998).

2.3.1 O chimarréao

A indastria da erva-mate evoluiu consideravelmente nos Ultimos anos. Nos
dias atuais utiliza modernos soques ervateiros e maquinas movidas a energia
elétrica. Entretanto, ainda hoje sé&o encontradas unidades que empregam tecnologia
tradicional, com o predominio de equipamentos manuais e o fogo continua sendo a
Unica metodologia empregada nos processos de sapeco e secagem (BERKAI,
BRAGA, 2000).

O processo agroindustrial da erva-mate para chimarrdo no Brasil esta
estruturado sobre dois ciclos: cancheamento e beneficiamento. O ciclo do
cancheamento se constitui por trés etapas: sapeco (branqueamento), secagem e
cancheamento (trituragéo), resultando na erva cancheada. O ciclo do beneficiamento

se resume em trés operacdes fundamentais: retificacdo da umidade (por secagem),
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separacao (folhas e palitos) e mistura (formagédo de tipos especiais de erva-mate
para comercializagdo) (PARANA, 2000).

As condicdes para o processamento séo variadas, dependendo do produtor e
do objetivo final para o estilo de infusdo desejada. Processadores podem variar o
tempo e a temperatura de sapeco e secagem. Nem todos os produtores envelhecem
a erva, enguanto outros variam o tempo de envelhecimento (BASTOS et al., 2006a).
As principais etapas do processamento da erva-mate tipo chimarrdo estéo

resumidas no fluxograma da Figura 2.

[ Colheita ]

[ Transporte ]

-

-

Sapeco

-

Secagem

-

Cancheamento

{1

Beneficiamento

N\ J

FIGURA 2 — FLUXOGRAMA DO PROCESSAMENTO DE ERVA-MATE TIPO
CHIMARRADO.

2.3.1.1 Colheita

Na colheita retira-se em torno de 70% de galhos e folhas de cada erveira,
permanecendo 30% para manter a estrutura e acelerar a recuperacao da arvore. O

periodo ideal para a colheita (safra) € de maio a setembro, concentrando-se nos
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meses de julho e agosto (ANDRADE, 1999). Porém, visando o abastecimento do
mercado 0 ano inteiro, uma parte dos produtores de erva-mate efetua a colheita
durante os meses de verdo, periodo em que a planta estd em pleno
desenvolvimento. Os impactos da safrinha, como € chamada, sobre a planta, ainda
sao discutidos (RUCKER; MACARI; ROCHA, 2003).

2.3.1.2 Sapeco

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

O sapeco tem por finalidade reduzir a umidade e evitar o escurecimento das
folhas da erva-mate. O escurecimento ocorre pela presenca das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase que, em 1928, foram identificadas por Senglet como
as responsaveis pela oxidacdo dos compostos fendélicos quando as folhas frescas
sdo tiradas do pé e deixadas ao ar (PANEK, 1955). Em virtude disso, esse processo
deve ser realizado logo apds a colheita, a fim de evitar a perda de qualidade dos
ramos e folhas da erva-mate, se o produto desejado for a erva do tipo chimarréo.
Um tratamento térmico ineficiente ou excessivo nessa etapa prejudicaria a qualidade
do produto, pois por um lado permitiria a acdo residual das enzimas (principalmente
as peroxidases) e por outro produziria a queima do produto (XANDER et al, 2000).

Este processo de sapeco estd em contraste com a producdo de chéa preto
(proveniente das folhas da Camellia sinensis). As folhas do cha preto sdo expostas a
um envelhecimento e oxidagao e n&o sédo sapecadas antes de secar. Nesta bebida,
a oxidacdo pela polifenoloxidase é permitida para dar forma a dimeros compostos
(HARA, 2001).
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2.3.1.3 Secagem

A operacdo de secagem de erva-mate é feita no carijo ou barbaqua ou ainda
em secadores mecanicos. No carijo, processo primitivo, as chamas atuam
diretamente sobre a erva, enquanto que no barbaqua, o material recebe o calor por
um canal subterraneo, na entrada do qual é colocada uma fornalha (MENDES,
2005). Existem dois tipos de secadores mecanicos: rotativo e de esteira. O tempo de
residéncia e a temperatura média da erva variam entre eles. No secador de esteira,
o tempo médio € de 3 horas e a temperatura varia entre 90 e 110 °C. No secador
rotativo, o produto permanece em contato direto por aproximadamente 30 minutos.
No entanto na entrada do secador a temperatura média € de 350 °C e na saida de
110 °C (VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003).

O material entra no secador com uma umidade média de 25% e sai com
aproximadamente 5% de umidade (VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003). O
excesso de agua pode ocasionar deterioracdo microbiolégica e degradacao
enzimatica dos constituintes nutricionais e quimicos do produto (PARANA, 2000),

além de acelerar outros processos de deterioracao.

2.3.1.4 Cancheamento

O cancheamento consiste na trituracdo da erva apds o processo de secagem.
Este pode ser feito por meio de um triturador de madeira dura (pequena escala), ou
um cancheador metdlico (escala industrial). Em seguida, a erva é peneirada e o
material coletado passa a denominar-se erva cancheada. Esse termo é utilizado
devido a producdo da erva-mate cancheada ser realizada em local assoalhado
denominado de cancha, onde a massa foliar é submetida a trituracdo ou
fragmentacao (COSTA, 1989). Esta pode ser usada diretamente como matéria prima
para chas ou como matéria prima para engenhos ou beneficiamento, especialmente

para a preparacao de produtos comerciais, como a erva-mate para o chimarrao.
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2.3.1.5 Beneficiamento

A erva-mate cancheada € peneirada e misturada em proporcdes de folhas e
hastes de acordo com o produto desejado. A erva cancheada é armazenada em
sacos, tulhas, ou a granel, quando destinada ao mercado interno, tendo como tempo
de armazenagem trés a quinze dias. Se destinada a producé&o de erva-mate para o
chimarrdo, ap0s a mistura, a erva é moida para reduzir a granulometria do material,
utilizando moinho de facas ou soque (VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003).

2.3.2 Ch&a mate

O cha mate é obtido da erva-mate cancheada e tostada e deve seguir o
Regulamento Técnico para Fixacdo da Identidade e Qualidade de Chas — plantas
destinadas a preparacao de infusdes ou decoccdes - da Secretaria da Vigilancia
Sanitaria, do Ministério da Saude (Portaria n°® 519, de 26 de junho de 1998), que
define chas como produtos constituidos por partes de vegetais (inteiras,
fragmentadas ou moidas) obtidos por processos tecnoldgicos adequados a cada
espécie, utilizados exclusivamente na preparacdo de bebidas por infusdo ou
decoccdo em agua potavel (BRASIL, 1998).

Quanto a designacéo, o produto, quando simplesmente produzido a partir da
llex paraguariensis, deve conter a expressao: ‘cha mate” seguida dos termos
“verde”, “tostado” ou “queimado” (BRASIL, 1998).

A erva-mate, apés sofrer o processo de cancheamento e torrefacdo, ao
contrario de algumas outras plantas usadas na obtencdo de chas, ndo passa por
processo de oxidacdo, podendo ser chamada de erva-mate tostada. Somados aos
fatores naturais que interferem diretamente nos componentes fisico-quimicos da
erva-mate, estdo os sistemas de processamento, que além de interferir na sua
composicdo quimica, ainda determinam a qualidade da erva, bem como suas
caracteristica sensoriais (DONADUZZI et al., 2000).

O processo de torrefacdo leva a modificagdes importantes em produtos de
origem vegetal, como a formacdo de melanoidinas, assim como a possivel
diminuicdo do teor de polifendis. Essas mudangas refletem-se nas atividades

bioldgicas desses produtos, entre elas a atividade antioxidante, conforme ja relatado
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para o café e o cacau, por exemplo (FLAMENT, 1991; CHYAU et al., 2002;
SAKANARA; TACHIBANA; OKADA, 2005).

Ha um vasto potencial a ser explorado com a inclusdo da erva-mate na linha
de bebidas quentes, no que se refere a bebidas direcionadas para o consumo em
ocasides especiais ou para obter sollveis, quando bem processada e padronizada,
utilizando a tecnologia ja disponivel para o chd (VALDUGA,; FINZER; MOSELE,
2003).

Dessa forma, o uso do processo oxidativo (fermentativo), similar ao que é
realizado com a Camellia sinensis, pode tornar-se uma boa alternativa na obtencao
de chas provenientes da erva-mate, sem que haja a influéncia da torrefacdo em

suas caracteristicas fisico-quimicas.

2.3.3 O processo oxidativo (fermentativo) da Camellia sinensis

O cha é uma das trés bebidas mais populares do mundo, seguindo ao lado do
café, com um consumo per capita de 120 ml/dia (MUKHTAR; AHMAD, 2000). Vérios
sdo os tipos de chas consumidos, mas quase todos eles sdo provenientes de uma
mesma espécie de planta, a Camellia sinensis, a qual é nativa da Asia, mas
cultivada em mais de 30 paises em todo o mundo (MUTHUMANI; KUMAR, 2007).

Muitos estudos sobre os processamentos do cha foram efetuados, permitindo
classifica-lo em quatro grupos distintos, baseados na técnica de producdo e no
processo oxidativo: branco, verde, oolong e preto. A principal diferenca entre os
tipos esta baseada no processo de auto-oxidacdo, catalisados pelas enzimas
polifenoloxidases e peroxidases. Basicamente, a oxidacdo € um processo onde as
folhas do cha, apds sofrerem algum processamento (ao serem picadas ou
esmagadas, por exemplo) interagem com o0 oxigénio, ocorrendo assim o
escurecimento enzimatico (MUTHUMANI; KUMAR, 2007).

O cha branco é composto de folhas jovens da Camellia sinensis que nao
sofreram efeitos da oxidacdo, pois os botbes estdo protegidos da luz do sol para
prevenir a formagéo de clorofila. No cha verde, a oxidacdo é interrompida pela
aplicacao de calor, que pode ocorrer pela vaporizacéo, (método tradicional japonés)
ou mergulho em bandejas quentes (0 método tradicional chinés). Ja no cha oolong
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ocorre uma oxidacao parcial, um pouco mais atenuada do que no cha preto, onde a
oxidacao é quase total (TAKEO, 1992).

Segundo Ranganath et al. (1994) o processamento do cha preto é realizado
com folhas verdes e botdes vegetativos, por meio de um processo fermentativo,
enquanto que no cha verde ocorre somente uma infusdo de folhas secas. A
producdo do ch& preto ainda é conhecida como fermentacdo, pois antigamente,
acreditava-se que ele era produzido por processo fermentativo. Na verdade este
processo ndo pode ser considerado um processo fermentativo, pois ndo ocorre
degradacgdo por microrganismos e ndo h& a producdo de etanol ou outro produto de
fermentacdo (MATSUBARA; AMAYA, 2006)

Os polifendis do cha sdo amplamente estudados devido ao seu poder
antioxidante e seus efeitos antimutagénicos. A grande maioria dos polifendis do cha
verde sao os flavondides, conhecidos como catequinas. As principais catequinas do
cha verde sao: (-) galato de epigalocatequina (EGCG), (-) epigalocatequina (EGC),
(-) galato de epicatequina (ECG), (-) epicatequina (EC) e catequina(C). (SUGANUMA
et al., 1999; MUKHTAR; AHMAD, 2000; MORRE et al., 2003; BUNKOVA; MAROVA,;
NEMEC, 2005; MUKAI; NAGAI; OHARA, 2005).

Ja no chéa preto, os principais polifendis encontrados sdo as teoflavinas e
tearubiginas (SUGANUMA et al., 1999; MUKHTAR; AHMAD, 2000; MORRE et al.,
2003; BUNKOVA; MAROVA; NEMEC, 2005; MUKAI; NAGAI; OHARA, 2005).

Durante o processo de oxidacdo — processo este usado para a obtencdo do
cha preto — as catequinas sédo oxidadas para ortoquinonas, as quais se condensam
na forma de teoflavinas. O &cido galico também é oxidado, condensando-se com
teoflavinas para produzir as tearubiginas (JAYARAMAN, 2002).

O conteudo de teoflavinas presente no cha determina a refrescancia, brilho e
qualidade da bebida. Enquanto que a cor, a consisténcia e o0 sabor séao
determinados pelo conteudo de tearubinginas (JAYARAMAN, 2002).

A oxidagdo é enzimatica, e para que as enzimas sejam liberadas € necessario
diminuir 30% o conteddo de agua das folhas. Posteriormente essas folhas sdo
trituradas e deixadas expostas ao ar (TAKEO, 1992).

Acredita-se que devido a composicdo abundante de polifendies, assim como
a Camellia sinensis, a erva-mate pode consistir em um recurso viavel para a

elaboracao de novos produtos, por meio de processos oxidativos.
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2.3.4 Modalidades de processamento

A principal diferenca entre a producdo do chimarrdo e do cha verde é o
meétodo de secagem. O cha verde é seco rapidamente, em altas temperaturas, o que
rettm as caracteristicas de folhas secas, fonte de desenvolvimento do sabor e
aroma. A erva mate € seca lentamente e freqlientemente usando-se a fumaca da
madeira. Isto resulta em caracteristicas diferentes de sabor e contribui com as
mudancas na composicdo quimica e na aparéncia fisica (HECK; DE MEJIA, 2007).

Outra importante diferenca entre a erva-mate e o cha verde é a presenca de
hastes no produto final. No ch& verde todas as hastes grandes sdo removidas antes
de moer, enquanto que no mate pode haver um alto indice de hastes (HECK;
MEJIA, 2007). A Figura 3 mostra as principais diferencas entre os processamentos
da erva-mate para chimarrdo e chd mate e dos chés verde e preto.

O processo de sapeco nao esta presente na elaboragcédo do cha preto, pois o
objetivo € o escurecimento das folhas por acdo das enzimas peroxidases e
polifenoloxidases, as quais séo inativadas durante o processo de sapeco. Por outro
lado, por promover a oxidacdo de compostos fendlicos, as oxidases podem ser
empregadas em processos biotecnologicos (CENI, 2005).

Molin (2008) padronizou o0 processo oxidativo em erva-mate, estudando suas
caracteristicas fisico-quimicas e relacionando-as com melhores condicbes de
processamento (pH, temperatura e umidade) e tempo de oxidacdo, obtendo bons
resultados com relagdo ao aroma e sabor da infusdo proveniente das folhas
oxidadas.
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A Chimarrédo
Colheita: Sapeco: 0 Secagem: as Envelhecimento:
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transportadas guebrando-se a obter uma madeira por 12
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FIGURA 3 - (A) PROCESSAMENTO DAS FOLHAS DE llex paraguariensis NO
CHIMARRAO E CHA MATE (B) PROCESSAMENTO DAS FOLHAS DE

Camellia sinensis NO CHA PRETO E NO CHA VERDE.
FONTE: Adaptado de Schmalko e Alzamora (2001); Heck e De Mejia (2007).
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2.4 COMPOSICAO FITOQUIMICA

As investigacbes quimicas relativas a erva-mate iniciaram-se com
Trommsdorff em 1836, que constatou a presenca de diversas substancias resinosas,
matéria corante amarela, acido tanico e outros. A identificacdo do principal alcaloide,
a cafeina, ocorreu em 1843 por Stenhouse. Em 1848 Rochleder, estudando o mate
do Paraguai, identificou o acido do mate — o acido cafeico, ja conhecido das
sementes de café (CENI, 2005).

Em 1944, Veronese identificou constituintes da erva-mate: celulose, gomas,
dextrina, mucilagem, glucose, pentose, substancias graxas, resina aromatica
(formada por um mistura de oleina, palmitina e lauro-estearina), legumina, albumina,
cafeina, teofilina, cafearina, cafamarina, acido matéico, acido folico, acido cafeico,
acido viridico, clorofila, colesterina e Oleo essencial. Nas cinzas encontram-se
grandes quantidades de potassio, litio, acido fosforico, sulfurico, carbénico, cloridrico
e citrico, além de magnésio, manganés, ferro, aluminio e tracos de arsénico (CENI,
2005).

Numerosos compostos quimicos ativos foram identificados na erva-mate, os
quais acredita-se serem benéficos a saude. Destes, dois compostos sao mais
elevados, o0s polifendis (4cidos clorogénicos, &cido cafeico; &cido 3,4-
dicafeoilquinico; acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico) e as xantinas
(cafeina e teobromina), seguido pelos flavondides (quercetina, caempferol e rutina);
aminoacidos, minerais (P, Fe e Ca) e vitaminas (C, B1 e B2) (POMILIO;
TRAJTEMBERG; VITALE, 2002; ZAPOROZHETS et al., 2004).

2.4.1 Xantinas

As xantinas sdo uma classe de alcaldides de purina encontradas em muitas
plantas, incluindo o cha, o café e o chocolate. As xantinas encontradas no mate
incluem a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina
(1,3-dimetilxantina) (ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000). As formulas

estruturais destes compostos estdo apresentadas na Figura 4.
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FIGURA 4 - ESTRUTURA DAS XANTINAS: CAFEINA (1,3,7-TRIMETILXANTINA),
TEOBROMINA  (3,7-DIMETILXANTINA) E  TEOFILINA  (1,3-
DIMETILXANTINA).

FONTE: Adaptado de Heck e De Mejia (2007).

Dos trés compostos, a cafeina é encontrada em concentracdes mais
elevadas, 1 a 2% do peso seco da planta, seguida pela teobromina, 0,3 a 0,9% do
peso seco (ITO; CROZIER; ASHIHARA, 1997).

Estes dois compostos sdo encontrados primeiramente nas folhas da planta e
frequentemente em concentragcdes menores nas hastes presentes no chimarrdo. Em
contraste com a cafeina e a teobromina, a teofilina é encontrada em pequenas
guantidades nas folhas da planta. Isto se deve ao fato da teofilina ser um
intermediario no catabolismo da cafeina (ITO; CROZIER; ASHIHARA, 1997).

Sao atribuidas as metilxantinas varias propriedades farmacologicas, que
incluem estimulagdo do sistema nervoso central, vasoconstricdo periférica,
relaxamento do musculo liso e estimulagdo do miocardio (KIKATANI; WATANABE;
SHIBUYA, 1993; LORISTI; TOPS, 2003).

O conteudo de xantinas esta associado a fatores genéticos e ambientais. Ha
evidéncias de que a época de colheita influencia a concentracdo das metilxantinas
encontradas na espécie, variando entre 1 a 10 mg por grama de metilxantinas totais,
dependendo da época do ano (SCHUBERT et al., 2006).

O processo de secagem também pode afetar significativamente a
concentracdo de cafeina, de modo que a sua concentracdo em folhas secas é mais
baixa do que em folhas frescas (SCHMALKO; ALZAMORA, 2001). Entretanto,
quando preparadas infusdes provenientes de folhas secas em comparacdo com

aguelas provenientes de folhas frescas, observa-se uma concentracdo mais elevada
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na infusdo oriunda do produto seco. Isso pode ser explicado pelo rompimento das

células durante o processo de secagem (BASTOS et al., 2006b).

2.4.2 Polifenois

Os polifendis sdo uma classe de compostos que contém um anel de benzeno
com um ou mais grupos de hidroxilas. A presenca de fenélicos em folhas de erva-
mate € conhecida desde 1935, quando Woodard e Cowland (apud ALIKARIDIS,
1987) relataram a presenca de uma substancia chamada "coffetannin” que, quando
hidrolisada, resultava em &cido cafeico.

Esses compostos foram analisados por diferentes métodos, incluindo HPLC
(CARINI et al., 1998; CHANDRA; DEMEJIA, 2004), mostrando que suas
concentragcdes na erva-mate variam de acordo com sua moagem, grau de pureza e
também de acordo com o tipo de solvente organico usado para sua extracao.

A concentracdo de polifendis no mate tem uma forte correlacdo com a
capacidade antioxidante deste produto (CHANDRA; DEMEJIA; 2004). A erva-mate
mostra uma concentracao ligeiramente mais elevada de &cido clorogénico do que o
ché verde (BASTOS et al., 2007b).

Compostos polifendlicos encontrados nas infusbes de erva-mate diferem
significativamente dos encontrados no cha verde, porque no mate néo foi observada

a presenca de catequinas, mas sim grande concentracao de acido clorogénico.

2.4.3 Acidos clorogénicos e acidos cafeoilquinicos

Os acidos clorogénicos pertencem a familia dos &acidos cinamicos, que
contém uma série de acidos trans-fenil-3-propendicos divergentes, em sua
substituicdo do anel. Estes compostos estdo amplamente distribuidos como
conjugados na planta. Os mais comuns sdo o0s acidos cafeico (3,4-
dihidroxicinamico), ferulico (3-metoxi, 4-hidroxicindmico), sinapico (3,5-dimetoxi, 4-
hidroxicinamico) e p-cumarico (4-hidroxicinamico) (BASTOS et al., 2007a).

Os acidos clorogénicos sédo ésteres formados entre estes acidos trans-
cindmicos e o0 acido quinico e o mais comum é o acido 5-O-cafeoilquinico. Segundo

Clifford (2000) estes ésteres podem ser subdivididos pela identidade, numero e
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posicdo dos residuos acila. Mono e di-ésteres de &cido cafeico (acidos
cafeoilquinicos), &cido p-cumérico, acidos p-cumaroilquinicos e &cido ferulico
(feruloilquinicos) séo os principais acidos fendlicos em erva-mate.

Os derivados de cafeoil (acidos cafeoilquinicos) encontrados no mate incluem
o acido cafeico, acido clorogénico (acido 5-O-cafeoilquinico), acido neo-clorogénico,
acido crypto-clorogénico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e
acido 4,5-dicafeoilquinico (FILIP et al., 2000). Esses compostos derivados de cafeoil
sdo contituintes preliminares que esclarecem a capacidade antioxidante do mate e

suas estruturas sao mostradas na Figura 5.
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Caffeoylquinic acid series
R1,R2 =H; R = caffeoyl — chlorogenic acid
R1,R3 =H; R’ = caffeoyl — crypto-chlorogenic acid
R?,R? =H; R’ = caffeoyl — neo-chlorogenic acid
Dicaffeoylquinic acid series
R'= H; R R’= caffeoyl — 3,4-dicaffeoylquinic acid
R’=H; R' R’ = caffeoyl — 3,5-dicaffeoylquinic acid
R' = H; R’ R® = caffeoyl — 4 5-dicaffeoylquinic acid
FIGURA 5 - ESTRUTURA DOS ISOMEROS DE ACIDOS CAFEOILQUI'NICOS E

DICAFEOILQUINICOS.

As altas concentracdes desses derivados encontrados na espécie llex
paraguariensis, a diferencia das demais espécies de llex que podem ser usadas
como adulterantes na composicdo do mate (l. brevicuspis, I. argentina e I. dumosa),
as quais possuem concentracbes muito baixas desses compostos (FILIP et al.,
2001).

2.4.4 Saponinas

Saponinas sdo compostos amargos, sollveis em &gua, encontrados em

muitos tipos de plantas e acredita-se que séo fatores distintos das infusdes de erva-
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mate. Tem papel fundamental, ndo somente no sabor, mas também sé&o atribuidos a
elas, propriedades anti-inflamatérias e hipocolesterolémicas (GNOATTO et al.,
2005).

Diversos desses compostos triterpendides contendo ou acido ursolico ou
oleandlico foram isolados do mate. As primeiras saponinas identificadas, contendo
acido ursdlico e oleandlico foram chamadas de: metasaponinas 1, 2, 3, 4 e 5
(GOSMANN et al., 1995) (Figura 6).

Muitas das saponinas encontradas em llex paraguariensis mostram possuir
propriedades antiparasitas, incluindo as metasaponinas 1, 3 e 4. Também
confirmou-se que os triterpendides encontrados em llex sdo antitripanossomais
(TAKETA, 2004).
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R0
-L-Ara
“ OR,

Matesaponina1 =R, =p-D-GIc; R, =R;=H

Matesaponina 2 = R, = B-D-Glc; R, = a-L-Rha; R; = H

Matesaponina3 =R, =R; = 3-D-GIc;R, = H

Matesaponina4 = R, = R; = p-D-Glc; R, = a-L-Rha

Matesaponina 5 = R; = p-D-Glc; R, = a-L-Rha; R; = p-D-Glc (1—4) p-D-Glc

FIGURA 6 — ESTRUTURA GENERICA DAS SAPONINAS COM A LOCALIZACAO
COMUM DOS GRUPOS R.

2.4.5 Minerais

O mate contém altas concentracdes de compostos inorganicos. Os minerais,

aluminio, cromo, cobre, ferro, manganés, niquel, potassio e zinco séao
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particularmente interessantes devido a sua importancia no metabolismo e no
desenvolvimento humano (HECK; DE MEJIA, 2007).

Carducci et al. (2000) e Tendrio; Torija (1991) em seus estudos identificaram
a presenca desses minerais em concentracdes variadas na erva-mate, podendo ser

afetadas pelo tipo de solo onde a planta é encontrada e por fatores sazonais.

2.5 CARBOIDRADOS DE PLANTAS

Nas plantas, o0s carboidratos existem como monossacarideos,
oligossacarideos, polissacarideos e seus derivados, tais como: glicosideos
cianogénicos e fendlicos, flavondides glicosilados e glicoproteinas (AVIGAD; DEY,
1997). Depois da agua, eles sdo 0s principais constituintes quimicos da maioria dos
tecidos e células das plantas, isto porque formam a parede celular, que € o suporte
estrutural para as células vegetais, entre outras estruturas. Consequientemente, 0s
carboidratos estruturais das plantas formam a mais abundante reserva de
compostos naturais disponivel na Terra e sdo certamente Nnosso mais importante

recurso natural renovavel (REID, 1997).

2.5.1 Parede celular e polissacarideos

Com muito poucas excecdes, as células das plantas sdo envolvidas pela
parede celular (REID, 1997). Ela confere resisténcia e forma para a célula, rigidez
para a planta toda, controla o crescimento celular, participa ha comunicagao célula-
célula e protege a célula contra o ataque de patdégenos e predadores (BRETT,;
WALDRON, 1990).

A parede celular vegetal € uma estrutura dindmica, cuja forma, composicao e
propriedades sdo constantemente alteradas ao longo da vida celular em resposta ao
crescimento, diferenciacdo, ambiente e atividades da célula. Nas células vivas, a
parede celular influencia a taxa e a dire¢cdo do crescimento celular, exercendo uma
profunda influéncia no desenvolvimento e morfologia vegetal. Assim, determina a
forma da célula, a textura do tecido e a forma final do 6rgdo vegetal (CARPITA;
McCANN, 2000; RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001).
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A parede celular das plantas é altamente organizada, apresentando muitos
polissacarideos diferentes, proteinas e substancias aromaticas. Destes, 0s
polissacarideos sdo o0s principais componentes da parede celular e de suas
armacdes estruturais, e sao divididos em pectinas, hemiceluloses e celulose
(CARPITA; McCANN, 2000). A composicdo da parede celular priméaria das
dicotiledbneas é, tipicamente, 25-40% celulose, 15-25% hemicelulose, 15-40%
material péctico e 5-10% proteinas e proporcdées muito pequenas de compostos
fendlicos. Ja a parede celular secundéaria, muito mais espessa que a parede
primaria, consiste de 40-45% de celulose, 15-35% de hemicelulose, 15-30% de
lignina e quantidade negligenciavel de pectina (DEY, BROWNLEADER; HARBONE,
1997).

As pectinas sdo polissacarideos ricos em acido galacturénico, ramnose,
arabinose e galactose. Os constituintes fundamentais das pectinas sdo o acido
poligalacturdnico (PGA) e as ramnogalacturonanas | (RGI). As ramnogalacturonanas
Il constituem a terceira classe de polissacarideos pécticos ricos em &cido
galacturénico. Arabinanas, galactanas e arabinogalactanas sdo frequentemente
encontradas em fragBes pécticas, constituindo cadeias laterais das RGI (ASPINALL,
1980; BRETT; WALDRON, 1990; CARPITA; GIBEAUT, 1993).

As hemiceluloses sdo polissacarideos que ocorrem em intima associacao
com a celulose, especialmente em tecidos lignificados (ASPINALL, 1959). Sao
hemiceluloses: xilanas, glucomananas, mananas, galactomananas,
glucuronomananas, xiloglucanas, calose (B-glucanas com ligagdes 1—3), B-
glucanas 1—3, 1—4 ligadas e arabinogalactanas tipo Il (ASPINALL, 1980; BRETT;
WALDRON, 1990). Este ultimo tipo de polissacarideo também pode estar presente
em fracOes pécticas, associado a moléculas de RGI (CARPITA; GIBEAUT, 1993).

Observa-se na literatura a inexisténcia de estudos relacionados aos
polissacarideos encontrados em folhas de erva-mate. Dessa forma, torna-se
interessante caracterizar estruturalmente esses polissacarideos e verificar como

diferentes processamentos poderiam influenciar a composicéo destes nas folhas.
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2.6 USOS E BENEFICIOS

O mate é uma bebida estimulante: elimina a fadiga, estimula a atividade fisica
e mental, atuando beneficamente sobre os nervos e musculos e favorecendo o
trabalho intelectual. Por possuir vitaminas do complexo B, o mate participa do
aproveitamento do acuUcar nos musculos, nervos e atividade cerebral. Com a
presenca de vitaminas C e E, age como defesa antioxidante e apresenta beneficios
sobre tecidos do organismo. A presenca de sais minerais, juntamente com a cafeina,
estimula o trabalho cardiaco, ajudando na circulacdo do sangue e diminuindo a
pressao arterial, devido a cafeina, a qual atua como vasodilatador. Em tais situacdes
também pode ser suprida a sensacao de fome (BASSANI; CAMPOS, 1997).

O mate favorece a diurese e atua também sobre o tubo digestivo, ativa os
movimentos peristalticos, facilita a digestdo, suaviza os embaragos gastricos,
favorecendo a evacuacdo e a miccao. Pesquisas do Instituto Pasteur de Paris
atribuem também ao mate um papel importantissimo no processo de regeneracao
celular (ANDRADE, 1999; VALDUGA, 1994). A Tabela 2 mostra uma lista de alguns

compostos identificados em erva-mate, bem como suas atividades bioldgicas.

TABELA 2 — COMPOSTOS IDENTIFICADOS EM FOLHAS DE ERVA-MATE E
ALGUMAS DE SUAS ATIVIDADES BIOLOGICAS.

Compostos Atividades bioldgicas

Cafeina Anticarcinogénica, antiobesidade, antioxidante, diurética,
vasodilatadora.
Acido clorogénico Antioxidante, analgésico, antiaterosclerose, bactericida,

antidiabético, antitumoral.

Clorofila Bactericida, anticancer.

Colina Antidiabética, lipotrépica.

Acido nicotinico Hipocolesterolémica.

Acido pantoténico Antialérgico.

Rutina Antioxidante, antitumoral, antillcera e vasoditadora.
Taninos Antioxidante, antitumoral.

Teobromina Diurética, estimulante, miorelaxante.

Teofilina Diurética, estimulante, vasodilatadora.

Acido ursélico Analgésico, antioxidante, antitumoral, antialzaimer.

FONTE: Adaptado de Heck e De Mejia (2007).
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Muitos dos efeitos positivos do mate em seres humanos estdo relacionados
com a presenca de metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) e dos compostos
fendlicos (BRAVO; GOY; LECUMBERRI, 2007; CHANDRA; DEMEJIA, 2004;
MARQUES; FARAH, 2009). De fato, varios estudos com plantas tém demonstrado
uma relacéo entre o conteido de compostos fendlicos e a capacidade de limpeza de
radicais livres, incluindo estudos com erva-mate (BIXBY et al., 2005; VIEIRA et al.,
2008).

As metilxantinas s&o atribuidas inimeras propriedades farmacoldgicas, que
incluem a estimulacdo do sistema nervoso central, vasoconstricdo periférica, o
relaxamento do musculo liso e estimulacdo do miocéardio (KIKATANI, WATANABE;
SHIBUYA, 1993; LORIST; TOPS, 2003).

O mate tem também consideravel conteiddo de saponinas, as quais Sao
conhecidas por  suas propriedades antiinflamatorias, diuréticas e
hipocolesterolémicas (TAKETA, 2004).

2.7 ALTERACAO NA COMPOSICAO QUIMICA DE PLANTAS

A composicdo quimica das plantas € determinada por fatores genéticos,
porém, outros fatores podem acarretar alteracbes significativas na producdo dos
metabolitos secundérios. De fato, os metabdlitos secundéarios representam uma
interface quimica entre as plantas e o ambiente.

Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a planta se encontra, podem
redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a biossintese de diferentes compostos.
Dentre estes fatores, podem-se ressaltar as interagcdes planta/microrganismos,
planta/insetos e planta/planta; idade e estadio de desenvolvimento, fatores abidticos,
como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horéario de coleta,
bem como técnicas de colheita e pos-colheita. E valido ressaltar que estes fatores
podem apresentar correlagdes entre si, ndo atuando isoladamente, podendo exercer
influéncia conjunta no metabolismo secundario (MORAES, 2009).

Nas espécies utilizadas na medicina popular ou no preparo de fitoterapicos,
variagdes nos metabdlitos secundarios podem determinar e/ou influenciar a eficacia

do produto.
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Com relacdo a erva-mate, inumeros fatores podem levar a modificacdes
metabdlicas e, conseqientemente, influenciar suas propriedades terapéuticas. Entre
estes fatores podem-se citar o local de cultivo, a época da colheita, a maturacéo das

folhas, além dos processos empregados apos a colheita (sapeco, secagem e

oxidacao).
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3 JUSTIFICATIVA

O uso de produtos naturais como modelo para sintese de farmacos ou a
simples utilizacdo pela populacdo € uma tendéncia crescente, sendo que muitas
pesquisas avaliando esses produtos tém sido realizadas. Com relacdo a llex
paraguariensis, a maioria das pesquisas relatadas foi conduzida com a erva
beneficiada para o chimarrdo, visto que constitui-se na principal forma de consumo
da erva-mate.

A revisao na literatura mostra haver pouca informag&o sobre como o modo de

cultivo da erva-mate, a maturacdo das folhas, bem como a forma como elas séo
processadas, pode influenciar ou até mesmo alterar sua composi¢cao fitoquimica.
Assim, alguns pontos merecem ser investigados com mais profundidade, os quais
resultardo no desenvolvimento de processos que diminuam a perda de compostos
bioativos em produtos j& conhecidos, assim como em novos produtos provenientes
da erva-mate:
1. Maturacédo das folhas: No preparo de produtos de erva-mate as partes utilizadas
geralmente sdo as folhas, as quais demonstram claras diferencas morfoldgicas.
Enquanto as folhas jovens possuem tamanho menor, cor mais clara e brilho mais
intenso, as folhas adultas apresentam caracteristicas opostas.

A partir destes dados € importante avaliar as diferencas na composicao

fitoquimica de folhas em diferentes idades, uma vez que diferencas entre rotas
biossintéticas de plantas adultas e jovens é bem estabelecida na literatura (VAN
DEN DRIESSCHE, 1974).
2. Modos de cultivo: A diferenciacdo nos valores da erva-mate pagos aos produtores
tem sido observada, consoante ao sistema de cultivo utilizado, isto €, a pleno sol ou
em ambiente sombreado. Esta situacdo decorre da alegacdo de que a fitomassa
oriunda de cultivos em ambientes sombreados apresenta “sabor mais suave” em
relacéo a erva cultivada a pleno sol e, por isso, alcanga maior preco no mercado (DA
CROCE, 1996).

Os fatores que contribuem para a diferenciacdo no sabor da erva-mate tém
sido objeto de especulacdes, sendo os fatores promotores dessas diferencas pouco

conhecidos.
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3. Processamento: As técnicas utilizadas para coleta, secagem e armazenamento do
material vegetal podem alterar os teores dos compostos bioativos (MARTINS et al,.
1998; BOTTCHER; GUENTHER; KABELITZ, 2003). A temperatura utilizada no
processo de secagem do material vegetal pode agir alterando os teores dos
metabdlitos de interesse (CALIXTO, 2000), sendo preferivel utilizar altas
temperaturas de secagem a fim de inibir a agdo de enzimas e a atividade
microbiana, se o produto de interesse for a erva-mate do tipo chimarrdao (MING,
1994). Tanto o processo de secagem quanto o de armazenamento podem promover
rearranjos, oxidacdes e reducBes das moléculas bioativas, levando a perda de
qualidade do produto final.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve por objetivo geral identificar os polissacarideos e
guantificar os metabdlitos secundarios em extrato aquoso de llex paraguariensis,
bem como avaliar o efeito de diferentes modos de cultivo (sol e sombra), da
maturacdo das folhas (jovens e maduras) e de processamentos diferenciados

(cancheamento e oxidag&o) sobre a concentracdo desses compostos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para o cumprimento do objetivo geral, 0s seguintes objetivos especificos
foram delineados:
- Coletar folhas de erva-mate em diferentes idades e locais de cultivo e submeté-las
a processos diferenciados (tipo chimarréo e oxidacéo).
- Determinar a composicao de polissacarideos presentes em folhas de erva-mate.
- ldentificar metabdlitos secundarios nas diferentes amostras analisadas,
comparando-se 0s resultados obtidos.
- Caracterizar a estrutura quimica fina das moléculas encontradas e quantifica-las,
empregando técnicas quimicas, espectrométricas (GC-MS, HPLC, UPLC e ESI-MS)
e espectroscopicas (RMN).

- Otimizar separacdo simultanea de fendis e xantinas por UPLC.
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5 METODOLOGIA

5.1 OBTENCAO DO MATERIAL VEGETAL

A erva-mate utilizada neste estudo foi proveniente de duas plantacgoes,
localizadas no interior do municipio de Bardo de Cotegipe-RS, a 27° 37’ 15" de
latitude Sul e 52° 22’ 47” Oeste, aos 765 m de altitude.

Ambos o0s povoamentos foram construidos com plantas de mesma
procedéncia, tendo hoje 11 anos de idade. O primeiro, um cultivo homogéneo de
producéo a pleno sol com adensamento, contendo espagcamento (2,5mx 1,5m)eo
outro, em enriquecimento de ervais nativos (em floresta primaria antropizada —
cultivo de sombra), distanciando em 100 m, da area do primeiro cultivo.

Folhas e pequenos ramos, com idades conhecidas (jovens —
aproximadamente 1 més; maduras — aproximadamente 6 meses) oriundos dos
cultivos de sol e sombra foram coletados no més de julho de 2009, no periodo da
manha, sendo acondicionados em redes de tecido e conduzidos ao laboratorio, onde

foram submetidos a diferentes processamentos.

5.2 PREPARO DAS AMOSTRAS

O material vegetal coletado foi separado em 4 grandes grupos (folhas
maduras de sol, folnas maduras de sombra, folhas jovens de sol e folhas jovens de
sombra) e submetido a dois procedimentos diferenciados. Além disso, parte deste

material foi conservado em freezer para estudo in natura.

5.2.1 Cancheamento da erva-mate (tipo chimarréo)

Folhas pertencentes a cada um dos grupos foram submetidas ao sapeco na
temperatura de 180 °C por 5 minutos em um protétipo de sapecador de laboratorio
descrito por Valduga (2002) e secagem a 65 °C durante 90 minutos em um mini-
secador de bancada de leito fixo. Posteriormente as folhas foram selecionadas e

moidas em um triturador de facas Master mixer da marca Walita™.
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5.2.2 Oxidacao (tipo cha preto)

As folhas foram submetidas a desidratacdo utilizando uma estufa com
renovacao e circulacao de ar da marca Marconi, com temperatura de 30 °C durante
2 horas para a retirada de 10% de umidade. Em seguida, submetidas ao processo
de rolamento, onde as folhas foram espalhadas sobre um tecido de algodao branco,
passando entdo varias vezes por um cilindro, com o objetivo de ativar as enzimas
polifenoloxidase e peroxidase. Apos o rolamento as folhas com idades conhecidas e
de cultivos diferentes foram acondicionadas em uma camara com temperatura e
umidade relativa controladas, 26 °C e 90 %, respectivamente, permanecendo por 3
horas (MOLIN, 2008).

Apos este periodo as folhas foram submetidas a secagem em minisecador de
bancada de leito fixo (65 °C por 90 minutos).

Somando-se os tratamentos, foram obtidas um total de 12 amostras, as quais

estao listadas na Tabela 3.

TABELA 3 — AMOSTRAS OBTIDAS APOS PROCESSAMENTO POS-COLHEITA.

In natura Cancheada (tipo chimarrao) Oxidada (tipo cha preto)
Folhas jovens de sol (JSIN) Folhas jovens de sol (JSC) Folhas jovens de sol (JSO)
Folhas jovens de sombra (JSBIN) Folhas jovens de sombra (JSBC) Folhas jovens de sombra (JSBO)
Folhas maduras de sol (MSIN) Folhas maduras de sol (MSC) Folhas maduras de sol (MSO)

Folhas maduras de sombra (MSBIN) Folhas maduras de sombra (MSBC) Folhas maduras de sombra (MSBO)

5.3 OBTENCAO DOS EXTRATOS

Cerca de 100 g de cada uma das amostras foi submetida a extragdo aquosa
(500 mL), sob refluxo por 2 horas , sendo este processo repetido por 3 vezes. Apés
o tempo de extracéo, o material foi filtrado e os extratos combinados e concentrados,
em evaporador rotatério com pressdo reduzida, até pequeno volume, sendo em

seguida liofilizados. Obtendo-se assim, 0s extratos brutos.
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5.4 FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS

5.4.1 Precipitacdo por adicao de etanol

Com a finalidade de separar compostos de alta massa molecular
(polissacarideos e proteinas, principalmente) dagueles de baixa massa, cercade 1 g
do extrato bruto de cada amostra foi solubilizado em agua destilada, ao qual foi
adicionado alcool etilico (3:1, v/v). Estas solu¢cdes foram deixadas em repouso em
freezer por 6 horas, para promover a formagdo de um material insoluvel
(precipitados etandlicos, denominados “P”, seguido do nome da amostra) os quais
foram separados por centrifugacéo (8.500 r.p.m., 20 min, 4 °C). As fracdes soluveis
(denominadas de sobrenadante etandlico, iniciadas por “S”, seguidos do nome da
amostra) foram concentradas a pequeno volume e liofilizadas. As fracoes
precipitadas foram ressuspendidas em &gua e dialisadas em &gua corrente em
membranas de 12-14 kDa de limites de exclusao (Spectra/Por®), por 24 horas. Apés

a dialise, as amostras foram liofilizadas.

5.4.2 Separacdao dos polissacarideos por congelamento e degelo

As fracBes precipitadas em etanol foram fracionadas, pelo processo de
purificacdo por congelamento e degelo. Cada amostra (400 mg) foi solubilizada em
adgua destilada e a seguir submetida ao processo de congelamento e posterior
degelo na temperatura ambiente. Os componentes insollveis em agua fria
(denominados “IP”, seguido do nome da amostra) foram separados dos demais
componentes soluveis (denominados “SP”, seguido do nome da amostra) por
centrifugacéo (9000 r.p.m., 15 min, 25 °C) (GORIN; IACOMINI, 1984).

5.5 DERIVATIZACOES QUIMICAS
As derivatizagbes quimicas foram realizadas com principal intuito de analisar

0S polissacarideos presentes nas amostras provenientes do processo de

precipitagdo como etanol.
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5.5.1 Andlise de composi¢cao monossacaridica

Uma aliquota (2 mg) de cada uma das fragbes “SP” (fracdes soluveis apos
congelamento e descongelamento) foi tratada com 500 uL de &cido trifluoracético
(TFA) 2 M por 8 horas em estufa a 100 °C. Decorrido o tempo de hidroélise, o acido
foi eliminado por evaporacao sob fluxo de N, a temperatura ambiente. Os produtos
das hidrodlises foram dissolvidos em H,O (300 uL) e reduzidos com boroidreto de
sédio (NaBH4, 1 mg) a 100 °C, pH 9-10, por 4 horas. Apdés este periodo, as
solugdes reduzidas foram tratadas com 100 mL de TFA 1 M e levadas a secura sob
fluxo de N,. Em seguida, o boro foi co-evaporado com metanol (3x). Os alditois
formados foram acetilados com uma mistura de anidrido acético e piridina (1:1, v/v,
400 pL) (SASSAKI et al.,, 2008) a temperatura ambiente por cerca de 12 horas,
formando os acetatos de alditois, os quais foram extraidos com cloroférmio. Os
reagentes residuais foram removidos com solu¢cdo aquosa de sulfato de cobre 5%,
sendo entdo adicionado sulfato de sodio anidro (Na;SO,4) para remoc¢do de agua
residual. As amostras foram filtradas e o cloroférmio evaporado em temperatura
ambiente. Os acetatos de alditéis produzidos foram analisados por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS).

5.5.2 Determinacao de acidos urénicos

Uma fracdo das amostras hidrolisadas e reduzidas (1 mg), assim como
ambos, acido galacturénico e glucurénico previamente reduzidos foram submetidos
ao processo de estefiricacdo utilizando MeOH-HCI 1 M, por 30 minutos a 100 °C
(SASSAKI et al.,, 2008). As solucdes foram evaporadas sob fluxo de N, a
temperatura ambiente e, entdo, acetiladas conforme descrito acima. Os ésteres
metilicos de acetatos de alditéis produzidos foram analisados por GC-MS e a
identificacdo do acido urénico foi determinada por seu tempo de retencéo e perfil de
fragmentacao.

A dosagem de &cidos urdnicos totais foi realizada pelo método colorimétrico
descrito por Filisetti-Cozzi e Carpita (1991). Em 400 uL de amostra (0,100 mg/mL)
foram adicionados 40 uL de uma solucéo de &cido sulfamico-sulfamato de potassio 4

M (pH 1,6), e 2,4 mL de solugdo de tetraborato de sbédio 75 mM, em H,SO,
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concentrado. Apdés aquecimento em banho-maria fervente por 20 min, esta mistura
foi resfriada e foram adicionados 80 uL da solugcdo de m-hidroxi-bifenil (Sigma) a
0,15% em NaOH 0,5% para a producao do complexo colorido.

A coloragéo, estavel até 1 hora apds sua formacdo, foi imediatamente lida em
em espectrofotdmetro (Biospectro SP-22) em 525 nm. A quantificacdo foi realizada
com o auxilio de uma curva padrdao de &acido galacturbénico (Sigma) dentro da

sensibilidade do método (0,97 a 38,8 ug de acido urdnico).

5.6 METODOS ANALITICOS

5.6.1 Cromatografia em camada delgada (TLC)

Andlises por cromatografia em camada delgada (TLC - thin layer
chromatography) foram realizadas para verificar tanto a composigcéo
monossacaridica e detectar a presenca de acidos urdnicos nos polissacarideos das
folhas de erva-mate, quanto para analisar a presenca de oligossacarideos e
compostos do metabolismo secundario nas amostras provenientes do sobrenadante
etandlico.

Estas analises foram realizadas em placas de silica-gel 60G (Merck), com 8
cm de altura total (7 cm a partir da origem). Solventes diferentes foram utilizados
como fase mével de acordo com o tipo de composto a ser analisado, assim como
diferentes reveladores:

Monossacarideos e oligossacarideos — o solvente utilizado foi EtOAc-n-PrOH-
AcOH-H,0 (4:2:2:1, viv) (SASSAKI et al., 2008) e a visualizagdo dos compostos foi
obtida com orcinol-H,SO,4 a 100 °C (SKIPSKI, 1975).

Saponinas — o solvente utilizado foi EtOAc:H,O:HOAc:HCOOH (9:2,3:1:1, v/v)
(MEDIC-SARIC et al., 2008); e a visualizacdo dos compostos foi obtida com orcinol-
H,SO,4 a 100 °C (SKIPSKI, 1975) .

Metilxantinas - o solvente utilizado foi CHCI3-EtOH (95:5, v/v) e foram utilizadas
placas fluorescentes para a visualizacéo indireta (STAHL,1969).
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5.6.2 Cromatografia liquida de excluséo estérica

As amostras (fracdes contendo os polissacarideos) foram solubilizadas em
uma solucao de nitrito de sédio (NaNO;, 0,1 M) contendo azida (NaN3 0,2 g/L), para
uma concentracdo final de 1 mg/mL, e filtradas em membranas de acetato de
celulose de 0,22 um (Millipore). As analises foram realizadas em cromatografo
liquido de alta eficiéncia (HPLC — high performance liquid chromatography) da marca
Shimadzu, modelo LC-10A utilizando, 4 colunas de gel permeagédo com limites de
exclusdo de 7x10° 4x10° 8x10* e 5x10° (WATERS). A deteccdo foi realizada por
indice de refracdo (RID — refractive index detector) e ultravioleta (UV) a 280 nm.

5.6.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

Os monossacarideos, ja devidamente convertidos em seus respectivos
derivados volateis (acetatos de alditois) foram analisados por GC-MS (gas
chromatography mass spectrometry), da marca Varian (Palo Alto, USA), modelo
Saturn 2000R. A deteccdo por massas foi feita por de ionizacdo eletronica (70 eV),
com analisador do tipo lon Trap. A coluna utilizada na separagdo dos componentes
foi uma coluna capilar DB-225-MS (J & W) e hélio (5.0 analitico) foi utilizado como
gas de arraste a um fluxo de 1 mL/min. Durante a injecdo da amostra a temperatura
do injetor foi de 250 °C e a da coluna de 50 °C, sendo programada para aumentar 40

°C/min, até atingir a temperatura de 230 °C, mantida constante por 25 min.
5.6.4 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC — ultra performance liquid
chromatography) foi usada para quantificacao de carboidratos, xantinas e compostos
fendlicos nas fracdes soluveis apos a precipitacdo com etanol. A cromatografia foi
realizada em um sistema Acquity-UPLC™ (Waters, MA, USA), composto por uma
bomba binaria, amostrador automético e forno de coluna. A deteccéo foi realizada
por detector evaporativo de espalhamento de luz (ELSD - evaporative light

scattering detector), arranjo de photodiodos (PDA - photodiode array) ou, nas
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analises online, por espectrometria de massas do tipo electrospray (ESI-MS -
electrospray ionization mass spectrometry).

As amostras foram mantidas em temperatura ambiente (~22 °C) e a
temperatura da coluna foi de 35 °C. As separacdes foram desenvolvidas em colunas
proprias para UPLC, BEH-C18 e BEH-Amida (Waters), ambas com 50 mm x 2.1 mm
i.d. e 1.7 um de tamanho da particula.

As analise de xantinas e fendis foi realizada por cromatografia de fase reversa
(coluna C18), com H,O (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos contendo
HOAc 1% (v/v). Dois sistemas de gradiente linear foram desenvolvidos com um fluxo
de 300 pL/min:

1) Aumento da concentracdo do solvente B, de 0 a 40% em 8 min, mantido por mais
2 min e retornando para a condi¢ao inicial (100% A) em 10,2 min. A coluna foi
reequilibrada por 3 min antes de cada injecéo.

2) Aumento da concentracdo do solvente B, de 5 a 40% em 3 min, voltando a
condicdo inicial (5% B) em 3,2 min. A coluna foi reequilibrada por 3 min antes de
cada injecao.

As amostras foram preparadas em MeOH-H,O (1 mg/mL), sendo que 1uL de
cada amostra foi injetado. A deteccgéo foi realizada por PDA (210 — 400 nm) e por
ESI-MS. Para as analises quantitativas, curvas padrfes foram preparadas com
padrées de cafeina, teobromina, acido clorogénico e rutina nas concentracdes de
50, 100, 200, e 250 pg/mL.

Os carboidratos detectados por TLC foram quantificados por UPLC utilizando
a coluna BEH-Amida (fase normal). Os solventes utilizados na separagdo foram
acetonitrila (solvente A) e H,O (solvente B), ambos com 0,2 % de trietilamina (TEA).
Um gradiente linear foi desenvolvido, com aumento da concentracédo do solvente B,
de 5 a 50 % em 3 min, mantido até 3,5 min e retornando a condicao inicial e 4 min.
O sistema foi reequilibrado por 3 min antes de cada injecdo. As amostras foram
preparadas em MeOH-H,0 (1:1, v/v), sendo injetado 10 pL. A deteccéo foi realizada
por ELSD, e a curva de calibracdo para a quantificacdo foi preparada com frutose,

glucose e sacarose nas concentragdes de 100, 250, 500, 750 e 1000 pg/mL.
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5.6.5 ESI-MS (electrospray ionization mass spectrometry)

As amostras (~100 pg/mL) foram solubilizadas em MeOH-H,O (1:1, v/v),
contendo LiCl 5 mM e submetidas a ionizagdo positiva e negativa em pressao
atmosférica (APl — atmospheric pressure ionization). As analises foram realizadas
em um espectrometro de massas Quattro LC, triplo quadrupdlo (Waters) com
nitrogénio como gas de nebulizacdo e dessolvatacdo. As analises offline foram
conduzidas por injecdo direta das amostras, utilizando uma bomba de infuséo (KD-
Scietific) a um fluxo de 10 uL/min e as analises online foram realizadas utilizando o
UPLC como sistema de injecéo. Espectros de MS? foram obtidos por fragmentacéo
induzida por colisao (CID - collision induced dissociacion), usando argénio como gas
de colisdo. A aquisicdo e o processamento de dados foram realizados utilizando o

sofware MassLynx 3.5 e as andlises foram obtidas em modo de scan continuo.

5.6.6 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H e **C{*H} foram adquiridos em um espectrémetro
Bruker Avance 400 (Bruker; Karlsruhe, Alemanha) de campo magnético de 9,4 tesla,
observando-se os ntcleos de *H e *3C a 400,13 w 100,62 MHz, respectivamente, em
D,O (4gua deuterada) a temperatura ambiente de aproximadamente 22 °C em uma
sonda multinuclear de observacédo inversa de 5 mm. Para isso, 40 mg de cada
amostra, contendo os polissacarideos foram solubilizadas em 400 ulL de DO,
contendo 2,2,3,3-tetradeutério-3-trimetilsililpropionato  (TMSP-d; — referéncia
interna). Os espectros de RMN de *H foram adquiridos com a seqiiéncia de pulsos
zg, acumulando-se quatro varreduras, 64 K pontos (1 K = 1,024) e janela espectral
de ~13ppm. Por sua vez os espectros de *C{*H} foram adquiridos com seqiiéncia
de pulsos zgpg30, acumulando-se 1,024 varreduras, 32 K pontos e janela espectral
de ~255ppm. Ambos os espectros foram processados com o auxilio do programa
TopSpin ((Bruker; Karlsruhe, Alemanha), aplicando-se multiplicagcbes exponenciais
dos free induction decays (FIDs) por fatores de 0,3 e 3,0 Hz para construcdo dos
espectros de RMN de 'H e *C com 64 K e 32 K pontos, respectivamente. Os
deslocamentos quimicos em ambos os espectros de RMN foram calibrados em

relacdo ao sinal de TMSP-d, em & 0.
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5.7 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.7.1 Atividade sequestrante de radicais livres (DPPH)

A capacidade de sequestrar radicais livres dos extratos de erva-mate
(sobrenadantes etandlicos) foi determinada utilizando-se o radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrasil (DPPH - Sigma) de acordo com Blois (2002). Os extratos foram
preparados em diferentes concentracdes (25, 50, 100 e 200 ug/mL) e 10 uL de cada
um foram adicionados a 190 uL de solucdo de DPPH (0,1 mM). A mistura foi
vigorosamente agitada e a absorbancia foi medida em 515 nm, a cada 1 minuto por
uma hora, usando um leitor de placas (Tecan Infinite M200). O percentual de
capitacdo de DPPH foi calculado usando a férmula: [(Ao - A1/Ao) - 100], onde Ao é a
absorbéancia do controle de reagdo (solucdo de DPPH + solvente utilizado na
solubilizacdo da amostra) e A; a absorbancia da amostra apdés uma hora. A
concentracdo do extrato necessaria para atingir 50% da capitacdo (CEsp) foi
calculada a partir de um gréfico obtido para o efeito de captacdo do DPPH versus
concentracdo do extrato. O antioxidante BHT (n-butil-hidroxitolueno) foi usado como

padrdo comparativo.

5.7.2 Inibicdo da oxidagao pelo sistema p-caroteno/acido linoléico

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada utilizando o sistema -
caroteno/acido linoléico (MILLER, 1971; SHON; KIM; SUNG, 2003). Inicialmente, o
B-caroteno (2 mg) foi dissolvido em CHCI; (10 mL), sendo 2 mL dessa solugéo
transferidos para um baldo volumétrico (100 mL). O cloroférmio foi entdo evaporado
sob fluxo de N,. Ao baldo, foram adicionados 40 mg de &cido linoléico, 400 mg de
Tween 40 e 100 mL de agua destilada aerada. Aliquotas dessa solugdo (172.8 plL)
foram adicionadas aos extratos (10 uL) em diferentes concentragdes (25, 50, 100 e
200 pg/mL) em placas de poliestireno de 96 pocos. O BHT foi usado para
comparacao. A absorbancia no tempo zero foi medida em 470 nm usando um leitor
de placa (Tecan Infinite M200). As placas foram colocadas em uma estufa a 50 °C

por 2 horas e entdo a absorbancia foi medida novamente. Um branco, sem -
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caroteno foi preparado para posterior subtracdo, j& que os extratos eram coloridos. A
atividade antioxidante (AA) foi calculada usando a formula: AA = [(absorbancia apos

2 h de ensaio/absorbancia inicial) x 100].

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

5.8.1 Anélise quimiométrica

A andlise quimiométrica, quimiometria ou ainda analise multivariada,
denominada reconhecimento de padrdes destina-se a agrupar as amostras com
caracteristicas semelhantes e distingui-las das demais, que por sua vez, poderao vir
a formar outro grupo. Nas andlises exploratérias multivariadas, todos os dados
obtidos sobre as amostras em questdo sao organizados em uma Unica planilha, a

{1
|

qual é constituida por “n” amostras e “” variaveis, resultando em uma matriz “n x i’.
Desta forma, nos espectros de RMN, por exemplo, as amostras sdo 0s proprios
espectros e as variaveis sdo as intensidades (areas) dos sinais nos espectros
(Manual Amix, 2008). O reconhecimento de padréo utilizado neste estudo foi a
analise por componentes principais PCA (principal component analysis) que é
baseada na suposicado de que quanto mais semelhantes as amostras forem entre si
mais préoximas estardo em um espaco multidimensional.

A analise por componentes principais (PCA) descreve a variancia de um
conjunto de dados multivariados em termos de um conjunto de varidveis ortogonais
subjacentes, denominadas componentes principais (PC). As variaveis originais,
como os valores obtidos pelas areas formadas no UPLC, por exemplo, formam a
matriz X e podem ser expressas como uma combinacdo linear especifica das
componentes principais. A plotagem dos dados no espaco definido por duas ou trés
PCs que possuam o0s maiores valores de variancia explicada propicia um meio
rapido de visualizar as similaridades e diferencas entre o conjunto de dados,
possivelmente permitindo a discriminacao das amostras (Beebe et al., 1998).

Os espectros de RMN obtidos para as fracdes contendo polissacarideos
foram analisados estatisticamente pelo PCA, sendo utilizado para esta analise o
programa AMIX-Viewer™, versdo 3.8 (BRUKER). Primeiramente, dividiu-se em

grupos todos os espectros bidimensionais adquiridos, sendo os mesmos agrupados
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de acordo com suas caracteristicas quanto ao tratamento, idade e local de
crescimento. Para a analise foi utilizada a regido do espectro entre 6 1,0 - 7,6 ppm
(para *H) a 50,0 — 100,0 ppm (para **C), com intervalos (buckets) de 0,01 ppm x
0,01 ppm, retalhando assim o espectro bidimensional em quadrados de 0,0001 ppm?2
de area. O método de integracdo utilizado foi o “método especial de integracdo”,
desenvolvido pelo proprio fabricante do software, no qual sdo minimizadas as
variancias causadas pelo S/N (signal-noise - sinal-ruido) e pela linha de base dos

espectros, no caso de experimentos 1D (Manual Amix, 2008).

5.8.2 Analises de variancia (ANOVA)

Com relacéo a atividade antioxidante, todas as analises foram realizadas em
triplicatas e os dados foram expressos como médias, com seus respectivos desvios
padrées. Foram realizadas analises de variancia (ANOVA), e o teste de Tukey foi
efetuado pra avaliagdo de quaisquer diferencas significativas entre as médias. Os

dados foram considerados diferentes para um nivel de significancia de p < 0,05.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO E FRACIONAMENTO

O chimarrdo € uma bebida preparada como infusées sucessivas das folhas
moidas de erva-mate cancheada. Para a obtencdo dos extratos brutos, as folhas
ap0s passarem por processo de sapeco, secagem e moagem (cancheamento)
sofreram extracdo aquosa sob refluxo simulando o que acontece quando a infusdo é
preparada para ser consumida.

Ainda assim, foram feitas extracdes aquosas de folhas in natura e de folhas
gue passaram por um processo oxidativo, similar ao realizado na obtencdo do cha
preto (proveniente da Camelia sinensis), para posteriores comparacoes.

As extracdes resultaram em 12 extratos brutos, cada um destes, pertencentes
a uma determinada amostra, sendo denominados de acordo com o tipo de folha do
qual resultou. As nomenclaturas, assim como os rendimentos dos extratos s&o

apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 — RENDIMENTO DOS EXTRATOS BRUTOS E DAS FRACOES
OBTIDAS APOS A PRECIPITACAO COM ETANOL.

Amostras (Tratamentos) Extracdo aquosa Precipitagdo com EtOH (%)®
a
(%) Soluvel Precipitado

(“s”) (“P”)
Folhas jovens de sol in natura (JSIN) 11,47 9,63 1,84
Folhas jovens de sombra in natura (JSBIN) 13,44 11,91 1,53
Folhas maduras de sol in natura (MSIN) 15,87 13,70 2,17
Folhas maduras de sombra in natura (MSBIN) 15,36 13,56 1,80
Folhas jovens de sol cancheada (JSC) 23,44 20,22 3,22
Folhas jovens de sombra cancheada (JSBC) 19,22 17,53 1,69
Folhas maduras de sol cancheada (MSC) 25,10 23,13 1,97
Folhas maduras de sombra cancheada (MSBC) 24,25 20,94 3,31
Folhas jovens de sol oxidadas (JSO) 26,21 22,25 3,96
Folhas jovens de sombra oxidadas (JSBO) 19,77 16,40 3,37
Folhas maduras de sol oxidadas (MSO) 25,62 22,69 2,93
Folhas maduras de sombra oxidadas (MSBO) 26,72 24,13 2,59

# Rendimento baseado em 100 g de erva-mate.

Os extratos brutos provenientes das amostras de folhas maduras, em sua
maioria, apresentaram um rendimento maior quando comparados aos extratos

oriundos de folhas jovens. A concentragdo de nutrientes nas folhas das arvores é
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influenciada por diversos fatores, entre eles, a idade das folhas, as condi¢des do
local de cultivo, posi¢do das folhas na copa e a época do ano. Um exemplo bastante
ilustrativo é o fato de que folhas novas, apesar de fotossintetizantes, ndo sintetizam
carboidratos em quantidades suficientes para manter as suas atividades
biossintéticas, dependendo, por exemplo, da importacdo de sacarose produzida
pelas folhas maduras, as quais, por sua vez, produzem fotoassimilados em
guantidades superiores as suas necessidades, podendo entdo exportar via floema o
excedente de sua producédo (VAN DEN DRIESSCHE, 1974).

Com relagao ao local de cultivo, observam-se diferengas nos rendimentos das
amostras analisadas, mas estas diferencas ndo seguem um padrdo. Dessa forma
nao pode-se afirmar que o cultivo em ambiente de sol ou sombra exerce influéncia
sobre o rendimento.

Entre os processamentos adotados, observa-se que o maior rendimento é
obtido nas folhas oxidadas, seguido pelas folhas cancheadas e por ultimo nas folhas
in natura. A explicagdo para isso € o fato de que tanto nas folhas oxidadas, como
nas folhas cancheadas ocorre a retirada de umidade, tornando-as “mais leves” do
que as folhas in natura. Assim, durante a pesagem inicial para a obtencao do extrato
bruto, em que foram utilizadas 100 g de material, foram necessarias mais folhas
oxidadas e processadas, do que folhas in natura, para se obter este peso.

Com a finalidade de separar compostos de alta massa molecular
(polissacarideos e proteinas, principalmente) daqueles de baixa massa, 0s extratos
brutos de cada uma das amostras foram tratados com etanol (3 volumes). O
fracionamento e as etapas de purificacdo dos polissacarideos sao resumidos na
Figura 7 e o rendimento apresentado na Tabela 4.

Assim como no extrato bruto, o rendimento das fracbes contendo os
polissacarideos e também das fracbes com o0s componentes de baixa massa
molecular, foi maior nas folhas oxidadas, seguido pelas processadas e por fim pelas

in natura.
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FIGURA 7 — FLUXOGRAMA DO PROCESSO DE EXTRACAO E
FRACIONAMENTO DOS EXTRATOS DE llex paraguariensis.

6.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DOS POLISSACARIDEOS DE FOLHAS DE
ERVA-MATE (FRACOES “SP”)

As fracOes resultantes da extracdo aquosa, denominadas “P”, seguido do
nome da amostra, ap0s o congelamento e degelo, geraram fracdes solaveis
(denominadas “SP” seguido do nome da amostra) e frac6es insollveis em agua fria
(denominadas “IP”, seguido do nome da amostra). Estas ultimas ndo foram
analisadas no presente trabalho devido ao baixo rendimento (menor que 1%) e dificil
solubilizagé&o.

As fracoes SP foram analisadas comparativamente quanto a composi¢ao
monossacaridica, perfil cromatografico em gel permeacdo e RMN. Com relacdo a
composi¢cdo monossacaridica, as amostras apos a hidrélise foram analisadas por
meio de TLC (Figura 8-A) e seus derivados ésteres metilicos de alditol acetatos

analisados por meio de GC-MS (Figura 8-B), indicando a presenca de acido
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galacturénico como uUnico agucar acido nas amostras. No entanto, a quantificacéo
deste monossacarideo foi realizada por método colorimétrico, por se observar sua

degradacédo durante o processo de derivatizacao.
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FIGURA 8 - (A) TLC DAS AMOSTRAS OBTIDAS APOS A HIDROLISE (TFA2 M, 8
H A 100 °C). (B) PERFIL CROMATOGRAFICO DA AMOSTRA SPJSIN
E DO PADRAO DE ACIDO GALACTURONICO.
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Os derivados acetatos de alditdis foram também analisados por meio de GC-
MS, observando-se que em geral as amostras apresentaram como componentes
monossacaridicos principais arabinose, galactose, glucose e acido galacturénico.
Observa-se também que as amostras provenientes de folhas de erva-mate
cancheada apresentaram maior proporcdo de acido galacturbnico quando
comparadas aos demais tratamentos e que nas folhas oxidadas ocorre uma reducéo
na proporcao de glucose (Tabela 5). A presenca de arabinose, galactose e acido
galacturénico como constituintes majoritarios sugere a presenca de
arabinogalactanas e acidos poligalacturénicos nos polissacarideos de folhas de

erva-mate.

TABELA 5 — COMPOSICAO DE MONOSSACARIDIOS PRESENTES NOS
POLISSACARIDEOS DE FOLHAS DE ERVA-MATE.

Composicdo monossacaridica
GalA?> Ara® Gal’ GIc® Man® Rha” Rib®

SPJSIN 20,0 26,8 13,0 314 23 25 40
SPJSBIN 16,0 16,5 255 31,2 25 56 27
SPMSIN 15,0 344 336 127 TR 09 34
SPMSBIN 19,0 18,0 36,1 14,7 4,7 51 24
SPJSC 36,0 276 11,7 12,7 09 6,7 44
SPJSBC 450 18,2 124 155 08 2,6 55
SPMSC 490 215 97 122 08 19 49
SPMSBC 43,0 16,5 18,2 11,7 19 54 33
SPJSO 21,0 358 31,7 69 25 21 tr
SPJSBO 17,0 29,6 21,8 9,3 135 29 59
SPMSO 18,0 37,7 31,3 7,7 29 24 tr
SPMSBO 17,0 350 29,0 109 41 31 0,9

& Determinado por método colorimétrico de Filisetti-Cozzi e Carpita (1991).

® Determinado por GC-MS.

" Tracos.

Os polissacarideos obtidos foram analisados quanto a seu perfil de eluicdo
em cromatografia de gel permeacéao, evidenciando a distribuicdo de massas molares
de polimeros presentes nas amostras (Figura 9). Observam-se tanto diferencas
entre os tratamentos aos quais as folhas foram submetidas (in natura, cancheada e
oxidada), quanto ao local de cultivo (comparacéo entre A e B e entre C e D) e a
idade das folhas (comparacéo entre A e C e entre B e D). Observa-se também que
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as folhas oxidadas apresentaram um comportamento bastante diferenciado em

comparacao aos demais tratamentos poés-colheita, no entanto comparando-se local

de cultivo e maturacdo das folhas néo verificam-se grandes diferencas no perfil

cromatografico. Ja as folhas in natura e cancheada apresentaram-se bastante

diferentes em relagéo as demais variaveis de estudo.
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FIGURA 9 — CROMATOGRAFIA DE GEL PERMEAGCAO DAS FRACOES “SP’
OBTIDAS DE FOLHAS DE ERVA-MATE EM DIFERENTES
ESTADOS FISIOLOGICOS E DE PROCESSAMENTO. (A) FOLHAS
JOVENS DE SOL, (B) FOLHAS JOVENS DE SOMBRA, (C)
FOLHAS MADURAS DE SOL E (D) FOLHAS MADURAS DE

SOMBRA.

A analise comparativa entre as fragbes também foi realizada por RMN

(HSQC), observando-se bastante similaridade entre as amostras. Os mapas de

correlacdo de HSQC apresentam aproximadamente 5 sinais na regido anomeérica (o

110 — 95). Os sinais de acoplamento em §109,7/5,18 foram atribuidos ao C-1/H-1 de
unidades de a-L-Araf (DELGOBO et al., 1998; TISCHER; GORIN; IACOMINI, 2002;
FRANSEN et al., 2000), e aqueles em & 103,7/4.44 ao C-1/H-1 das unidades de B-D-
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Galp (DELGOBO et al., 1998; TISCHER; GORIN; IACOMINI, 2002; FRANSEN et al.,
2000; GORIN e MAZUREK, 1975). Os sinais em 4 100,5/4,9 nesta regido sugerem a
presenca de unidades de o-D-GalpA (RENARD et al., 1998). Ainda observam-se
sinais de acoplamento em & 100,4/5,27, os quais foram atribuidos ao C-1/H-1 das

unidades de a-D-Glcp (Figura 10) (FALK; STANEK, 1997).
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FIGURA 10 — MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H — *C DA AMOSTRA SPMSBC.
EM EVIDENCIA A REGIAO ANOMERICA.

Na regido do carbono substituido, os sinais de acoplamento em & 68,3/3,66
(1) e 6 82,5/3,83 (2) pertencem aos C-6/H-6 e C-3/H-3 ligados das unidades de -D-
Galp, respectivamente (CIPRIANI et al., 2004, DELGOBO et al., 1999). A partir dos
dados da literatura os sinais de acoplamento em 6 77,4/3,88 (3) e & 73,9/3,84 (4)
puderam ser atribuidos ao C-5/H-5 e C-2/H-2 nao substituidos, respectivamente das
unidades de B-D-Galp (GORIN; MAZUREK, 1975; SIMAS, 2008). O sinal centrado
em 6 61,5/3,72 (5) pode ser atribuido ao C-5/H-5 das unidades de o-L-Araf
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(DELGOBO et al.,, 1999) e C-6/H-6 livre das unidades de [B-D-Galp (AGRAWAL,
1992). Dessa forma, sugerindo-se a presenca de arabinogalactanas do tipo Il como

um dos polissacarideos de erva-mate (Figura 11).
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FIGURA 11 — MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H — *C DA AMOSTRA SPMSBC.

EM EVIDENCIA A REGIAO DO CARBONO SUBSTITIDO. 0OS
NUMEROS EM VERDE SAO SINAIS REFENTES AS UNIDADES
MONOSSACARIDICAS DE  ARABINOGALACTANAS, EM
VERMELHO DE ACIDOS POLIGALACTURONICOS E EM AZUL DE
AMIDO.

(1) C-6/H-6 das unidades de B-pD-Galp, (2) C-3/H-3 das unidades de B-D-Galp, (3) C-5/H-5 das
unidades de B-D-Galp, (4) C-2/H-2 das unidades de B-D-Galp, (5) C-5/H-5 das unidades de o-L-Araf,
(6) C-4/H-4 das unidades de o-D-GalpA, (7) C-5/H-5 das unidades de a-D-GalpA, (8) C-3/H-3 das
unidades de o-D-GalpA, (9) COOCHj; das unidades de o-D-GalpA, (10) C-4/H-4 das unidades de o-D-
Glcp, (11) C-3/H-3 das unidades de o-D-Glcp e (12) C-6/H-6 das unidades de a-D-Glcp.
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As arabinogalactanas tipo Il constituem um amplo grupo de cadeias curtas de
D-galactanas com ligacdes (B-1—3) e (B-1—6) conectadas umas as outras por
pontos de ramificacdo em O-3 e O-6 e apresentam a maior parte das posi¢cdes O-3 e
0O-6 restantes ocupadas por unidades de arabinose (CARPITA; GIBEAUT, 1993).
Apesar de apresentarem uma estrutura geral semelhante, a estrutura fina das
arabinogalactanas tipo Il varia muito de espécie para espécie (CARPITA; GIBEAUT,
1993; ALBERSHEIM et al., 1996). S&o polimeros complexos encontrados nas mais
diversas estruturas vegetais, tendo sido ja isoladas a partir de folhas, caules, raizes,
flores, sementes, gomas e exsudatos vegetais (FINCHER; STONE; CLARKE, 1983;
MENESTRINA et al.,, 1998; DELGOBO et al., 1998; DELGOBO et al., 1999;
CIPRIANI et al. 2004; MELLINGER et al., 2005).

Ainda na regido de carbono substituido, foi possivel verificar alguns sinais
caracteristicos de a-D-GalpA (1—4) ligado, dentre os quais estédo & 79,2/4,38 (C-4/H-
4, O-substituido) (6), & 71,3/4,07 (C-5/H-5) (7) e & 69,0/4,04 (C-3/H-3) (8) nédo
substituidos (RENARD et al., 1998; CIPRIANI et al., 2006). Um nitido sinal de
acoplamento em & 53,4/3,74 (9) também é observado, sugerindo a presenca de
grupamentos —COOCH; ligados em C-6 nas unidades do acido galacturdnico.
(MAURER-MENESTRINA et al., 2003) (Figura 11). A presenca desses grupos foi
confirmada no experimento de correlacdo 'H — **C a longa distancia (HMBC) pelo
sinal de acoplamento em & 171,0/3,74 (Figura 12). Pode-se entdo, sugerir a
existéncia de acidos poligalacturbnicos como um segundo polissacarideo
encontrado nas folhas de erva-mate.

Os &cidos poligalacturbnicos sdo homopolimeros helicoidais formados por
unidades de acido a-D-galacturdénico (1—4)-ligadas (CARPITA; GIBEAUT, 1993).
Estas unidades podem estar metil-esterificadas em C-6, bem como O-acetiladas em
0-2 ou O-3 (CAFFALL; MOHNEN, 2008). A este tipo de polissacarideo sédo
atribuidas muitas fungbes, estas, relacionadas com crescimento, morfologia,
desenvolvimento, adesao, expansao, porosidade, sinalizacao e respostas de defesa
contra patégenos (MOHNEN, 2008). Alem disso, estes polissacarideos apresentam
efeitos positivos sobre a saude humana, incluindo a reducgdo nos niveis de colesterol
e estimulacéo a resposta imune (WILLATS; KNOX; MIKKELSEN, 2006).
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FIGURA 12 — MAPA DE CORRELACAO DIRETA 'H - *C (HSQC), MAPA DE
CORRELACAO DIRETA 'H - *C A LONGA DISTANCIA (HMBC)
DA AMOSTRA SPMSBC E A ESTRUTURA DE UM ACUCAR
ACIDO METIL-ESTERIFICADO, INDICANDO OS ACOPLAMENTOS
OBSERVADOS PARA OS HIDROGENIOS DO GRUPO METIL.

Sinais referentes a presenca de amido também foram identificados, estes em
d 75,4/13,64 (C-4/H-4, O-substituido, das unidades o-D-Glcp da amilose e
amilopectina) (10), 6 73,2/3,60 (C-3/H-3) (11) e 6 69,7/3,96 (C-6/H-6, O-substituido,
das unidades a-D-Glcp da amilopectina) (12) (Figura 11). O amido é o principal
carboidrato de reserva das plantas superiores, e apdés a celulose é a substancia
mais abundante dentre os polissacarideos. E encontrado nas folhas, sementes,
frutas, raizes, rizomas, talos e tubérculos, acumulando-se na forma de granulos no
citoplasma da célula vegetal (BeMILLER, 2001).

Algumas diferengas na intensidade de sinais puderam ser observadas na
regido andmerica entre as fragcdes obtidas de folhas in natura e aquelas submetidas
a diferentes tratamentos pos-colheita (cancheamento e oxida¢do) em todos os tipos
de folhas. Além disso, observa-se o0 desaparecimento do sinal de acoplamento em &
100,4/5,27, referente as unidades de a-D-Glcp, nas amostras provenientes de folhas
oxidadas, indicando que o processamento estd influenciando na composicdo dos

polissacarideos (Figura 13).
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FIGURA 13 — REGIAO ANOMERICA DOS ESPECTROS DE HSQC DAS
AMOSTRAS SPJSIN (A), SPJSC (B) E SPJSO (C). AS TRES
AMOSTRAS PROVENIENTES DO MESMO TIPO DE FOLHAS,

MAS SUBMETIDAS A DIFERENTES TRATAMENTOS.

Andlises de PCA foram realizadas no intuito de reduzir a complexidade no

conjunto de dados para uma pequena dimensdo, facilitando a visualizacdo de

diferencas entre os espectros de HSQC bastante semelhantes das amostras. Na

PCA para os espectros de HSQC foram necessarios apenas 2 PC’s para descrever

o total de variancia, sendo possivel reduzir a dimenséao original dos dados (inUmeras

variaveis/dimensdes — intensidade de sinais) para 2 (2 PC’s). PC1 e PC2 explicaram
78,26 e 22,74 % (total de 100 %) da variancia dos dados.

Os resultados aplicando a PCA sdo mostrados na Figura 14 [graficos de

scores (A) e loadings (B)].
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FIGURA 14 - GRAFICOS DE SCORES (A) E LOADINGS (B) PARA AS PCAs DOS
ESPECTROS DE HSQC DAS FOLHAS DE ERVA-MATE EM
DIFERENTES ESTADOS FISIOLOGICOS E DE PROCESSAMENTO.

Na Figura 14-A temos o grafico dos scores para o PC1 e PC2, o qual traz
informacOes sobre as amostras (cada um dos 12 tratamentos). Nesta figura €&
possivel visualizar trés diferentes grupos: o primeiro € formado pelas folhas in natura
(bolas pretas), o segundo pelas folhas cancheadas (bolas azuis) e o terceiro,

Dessa forma, PC1

representado por bolas verdes, pelas folhas oxidadas.
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possivelmente corresponde ao processamento pds-colheita e tem um grande efeito
sobre as variaveis, ja que explica grande percentagem da variancia entre as
amostras. PC2 que provavelmente correspondente do local de cultivo (sol ou
sombra), também tem influéncia sobre os dados. A idade das folhas, por sua vez
ndo exerceu influéncia nos deslocamentos quimicos e intensidades de sinais dos
espectros de RMN.

O gréfico de loadings é mostrado na Figura 14-B e traz informagfes sobre as
variaveis (deslocamentos quimicos e intensidade de sinais). Os gréficos de scores e
loadings sdo analisados em conjunto. Desta forma, as plantas submetidas a
diferentes tratamentos pos-colheita e provenientes de diferentes locais de cultivo
diferenciam-se entre si principalmente com relacdo a intensidade do sinal de
acoplamento em & 53,4/3,74, correspondente ao grupamento —COOCH; das
unidades de o-D-GalpA.

Verifica-se ainda, que as folhas oxidadas apresentam a menor intensidade
deste sinal, 0 que esta diretamente relacionado com a reducao da metil-esterificacédo
nessas folhas.

Observa-se também, diferencas no sinal em & 100,4/5,27 correspondente as
unidades de a-D-Glcp, o0 que ja havia sido observado na comparacao dos espectros
de HSQC das amostras submetidas a diferentes tratamentos, onde ocorre o0
desaparecimento desse sinal nas folhas oxidadas.

6.3 ANALISE DO SOBRENADANTE ETANOLICO DE FOLHAS DE ERVA-MATE
(FRACOES “S”)

6.3.1 ldentificacéo e caracterizacdo de compostos nas fragdes “S”

As fragBes provenientes das extra¢des aquosas denominadas “S”, seguido do
nome das amostras, contém os compostos que ficaram sollveis apos o tratamento
com etanol. Estas foram analisadas por TLC, UPLC, ESI-MS e também quanto sua
atividade antioxidante.

Os extratos foram submetidos a analises por ESI-MS em modo positivo e
negativo, no intuito de se identificar compostos presentes e também de se fazer

comparacdes entre as diferentes amostras. Os extratos provenientes de folhas
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diferentes (diferentes idades e local de cultivo) e submetidas a processamentos
diferentes mostraram-se qualitativamente semelhantes, como pode ser observado
na analise de ESI-MS em modo negativo (Figura 15A-C). Os principais compostos
identificados como ions desprotonados [M-H] foram: acido cafeico de m/z 179
(produto de fragmentacdo), acido quinico de m/z 191, cafeoil glucose (ou acido
dicafeico) de m/z 341, acidos cafeoilquinicos (clorogénicos) de m/z 353, &cidos
dicafeoilquinicos de m/z 515, luteolina diglicosilada (ou campferol diglicosilado) de
m/z 593 e rutina de m/z 609. Monossacarideos e dissacarideos apareceram como
adutos de cloreto [M+CI], de m/z 215-217 (hexoses) e 377-379 (dimeros de
hexoses). As andlises offline por ESI-MS ndo foram suficientes para determinar
quais isébmeros de acidos cafeoilquinicos (acido neo-clorogénico, acido clorogénico
ou &cido crypto-clorogénico) e de &cidos dicafeoilquinicos (acido 3,4-O-
dicafeoilquinico, acido 4,5-O-dicafeoilquinico ou &cido 3,5-O-dicafeoilquinico)
estavam presentes nas amostras.

Embora as amostras tenham sido qualitativamente semelhantes, o MS
mostrou algumas diferencas na abundancia relativa de cada composto,
principalmente quanto ao tipo de processo em que as folhas foram submetidas. Nos
trés tipos de processamentos (in natura, cancheadas e oxidadas), os padrdes de
intensidade de ions de m/z 191, 215, 353, 371 e 377 foram substancialmente
diferentes. Um aumento na intensidade dos ions de m/z 191 e 371 ocorreu
principamente nas folhas oxidadas, acompanhado pela diminuicdo do ion m/z 353. O
ion de m/z 371 néo foi identificado, no entanto, em tandem-MS, este ion deu origem
a um fragmento de m/z 191, compativel com a razdo massa/carga do acido quinico.
Embora seu substituinte ndo seja conhecido, este ion apresenta 18 unidades de
massa (m.u) a mais do que o m/z 353, e poderia ser um produto de hidratacdo dos
acidos clorogénicos. Da mesma forma o ion de m/z 533 teve 18 m.u. a mais do que

os acidos dicafeoilquinicos, com m/z de 515 (Figura 15A-C)
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FIGURA 15 — ESPECTRO DE ESI-MS EM MODO OFFLINE NEGATIVO DAS
AMOSTRAS SJSIN (A), SISC (B) E SISO (C).

ESI-MS em modo positivo foi desenvolvido como adutos de litio [M+Li]",
sendo que 0s espectros evidenciam compostos naturalmente neutros (sem carga
efetiva na auséncia do adutor), em relacdo aqueles contendo grupos &cidos. As
amostras também apresentaram-se semelhantes, mas algumas diferencas foram
observadas nas intensidades relativas de ions de carboidratos, em particular com
uma diminui¢cdo do ion de m/z 349, com concomitante aumento do ion de m/z 187
nas folhas oxidadas (Figura 16A-C). Esses ions foram atribuidos a glucose/frutose

(m/z 187) e sacarose (m/z 349), os quais também foram identificados por TLC,
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confirmando uma reducdo nos niveis de sacarose em todas as folhas oxidadas
(Figura 16D).
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FIGURA 16 — ESPECTRO DE ESI-MS EM MODO OFFLINE POSITIVO DAS
AMOSTRAS SJSIN (A), SISC (B), SJSO (C) E TLC (D): (1)
FRUTOSE, (2) GLUCOSE, (3) SJSIN, (4) SISBIN, (5) SMSIN, (6)
SMSBIN, (7) SJSC, (8) SISBC, (9) SMSC, (10) SMSBC, (11) SJSO,
(12) SISBO, (13) SMSO, (14) SMSBO, (15) SACAROSE.

Um ion de baixa abundéancia de m/z 201 foi compativel com a razéo
massa/carga da cafeina [M+Li]", mas a teobromina (outra xantina comum
encontrada na erva-mate), ndo péde ser identificada por ESI-MS, considerando que
apresenta a mesma massa molecular das hexoses (massa nominal de 180 Da), as
quais poderiam dar origem ao mesmo ion, com m/z 187 [M+Li]". No entanto, em
analise de TLC, duas bandas foram visualisadas (Figura 17), uma com 0 Rs
compativel ao da cafeina e outra, de menor intensidade, compativel com o R; da
teobromina, a qual foi posteriormente confirmada por UPLC-PDA.

Flavonoides ligados a glicosideos foram observados como ions de baixa
intensidade, principalmente a rutina com m/z 617 [M+Li]" (Figura 16A-C). O ion de
m/z 601 [M+Li]" ndo foi confirmado, uma vez que, pelo menos, dois flavonoides
glicosilados isébaricos apresentando essa razdo massa/carga sao relatados em

erva-mate, luteolina ou caempferol diglicosilados (CARINI et al.,1998, BRAVO,;
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GOYA, 2007). Outros flavondides glicosilados foram encontrados (Tabela 6) e
confirmados por tandem-MS. Estes tiveram um comportamento semelhante a
fragmentacao relatada em estudos anteriores. Entre estes, quercetina-pentosideo,
de m/z 433, quercetina-ramnosideo, de m/z 447 e quercetina-hexosideo, de m/z 463
(SOUZA et al. 2008, SOUZA et al., 2009).

Linha de chegada

BROMINA

de partida

AMOSTRAS
FIGURA 17 — TLC DAS AMOSTRAS SJSIN (1), SISBIN (2), SMSIN (3), SMSBIN
(4), SISC (5), SISBC (6), SMSC (7), SMSBC (8), SISO (9), SISBO
(10), SMSO (11) E SMSBO (12), JUNTAMENTE COM PADROES DE
XANTINAS (CAFEINA, TEOBROMINA E TEOFILINA).

Muitas saponinas sdo relatadas em erva-mate, sendo entdo chamadas de
matesaponinas (GOSMANN; GUILAUME, 1995). Estas também foram observados
em todos os sobrenadantes etanodlicos das folhas como adutos de Li, identificadas
da seguinte maneira: matesaponina 1 com m/z 919, matesaponina 2 com m/z 1065,
matesaponina 3 com m/z 1081, matesaponina 4 com m/z 1228, e matesaponina 5
com m/z 1390 (Figura 16A-C), bem como por TLC (Figura 16-D, bandas superiores,
acima dos monossacarideos). Estas estruturas foram confirmadas através de
tandem-MS, e os fragmento-ions sédo descritos na Tabela 6.
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TABELA 6 — ANALISES OFFLINE DE ESI-MS EM MODO POSITIVO E NEGATIVO
DOS COMPONENTES PRESENTES NOS SOBRENADANTE
ETANOLICOS DE FOLHAS DE ERVA-MATE.

ions Negativos

lon Adutor  Fragmentos principais Compostos identificados
179  [M-H] - Acido cafeico
191  [M-H] 93,85 Acido quinico
215 [M+CI]T 179, 35 Frutose/glucose
335 [M-H] 179,173, 161, 133 Acido cafeoilshiquinico
337 [M-HJ 163 Acido cumaroilquinico
341 [M-HT 179, 161 Acido dicafeico/cafeoil-glucose
353 [M-H] 191,179, 161 Acidos clorogénicos
367 [M-HJ 193,191, 173 Acidos feruloilquinicos
371 [M-H] 191,62 n.i.
377 [M+CIl] 35 Sacarose
433 [M-H] 301 Quercetina-pentosideo
447 [M-HJ 301 Quercetina-ramnosideo
463 [M-H] 301 Quercetina-hexosideo
515 [M-H] 353,191,179 Acidos dicafeoilquinicos
533 [M-H 353, 191, 179 n.i.
529 [M-HJ 367, 193, 191 Acidos cafeoilferuloilquinicos
559 [M-HJ 529, 397, 367 Acidos cafeoilsinapilquinicos
593 [M-HJ 285 Caempferol/luteolina diglicosideos
609 [M-HJ 301, 271, 255 Rutina
lons Positivos
187 [M+Li]+ 169, 127, 97, 91, 67 Frutose/glucose
219  [M+K]" 39 Frutose/glucose
349  [M+Li]® 187,169 Sacarose
441 [M+Li]" 423, 261, 187 Quercetina-pentosideo
455 [M+Li]® 187, 293, 319 Quercetina-ramnosideo
471 [M+Li]+ 187, 259, 309, 319, 339 Quercetina-hexosideo
511 [M+Li]+ 349, 331, 187, 169 Trissacarideo
601 [M+Li]" 153, 169, 293, 315 Caempferol/luteolina diglicosideos
617 [M+Li]+ 471, 315, 309, 169, 153 Rutina
673 [M+Li]+ 511, 493, 349, 331, 187, 169 Tetrassacaridio
919  [M+Li]" 757, 463, 319, 301, 187, 169 Matesaponina 1
1065 [M+Li]® 904, 465, 463, 447, 301, 187, 169 Matesaponina 2
1081 [M+Li]+ 919, 757, 463, 331, 301, 187, 169 Matesaponina 3
1227 [M+Li]® 1065, 903, 465, 463, 331, 301, 187, 169 Matesaponina 4
1390 [M+Li]® 1065, 904, 493, 465, 463, 331, 301, 187, 169 Matesaponina 5
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6.3.2 ldentificacdo de compostos por UPLC-PDA-ESI-MS

Os espectros de massas obtidos em modo offline ndo foram suficientes para
distinguir entre importantes constituintes isomeéricos presentes nas amostras,
principalmente os acidos clorogénicos e os acidos dicafeoilquinicos. No entanto,
Carini et al. (1998) descreveram diferencas importantes em comportamentos de
fragmentacdo em modo negativo, obtidos por CID-MS. Foi observado que nas
analises online (UPLC-MS), estes compostos sofreram fragmentacao na fonte, e que
estes perfis de fragmentacdo foram semelhantes aos descritos anteriormente
(CARINI et al., 1998), permitindo a sua precisa identificacéo.

A analise online foi desenvolvida inicialmente utilizando o sistema de
gradiente 1 (descrito na metodologia). Os principais ions negativos, obtidos a partir
da série de &cidos clorogénicos, com energias de 75 V no cone e 2,5 kV no capilar,
foram m/z 353 [MH], m/z 191 (acido quinico), m/z &cido 179 (acido cafeico) e m/z
173 (atribuido ao acido quinico desidratado). As relacdes entre esses ions (m/z
353:191:179:173) foram diferentes para cada isémero (Figura 18), os quais foram
identificados como: pico 3 (R; 3.32) — 0 acido neo-clorogénico com uma relacao de
ions de 1,0:0,69:0,51:0, pico 8 (R; 4.04) - o acido clorogénico, com relacdo de
1,0:2,27:0:0 e pico 12 (R; 4.28) — o &cido crypto-clorogénico, com relacdo de
1,0:0,16:0,39:0,43.

Os acidos dicafeoilguinicos também deram origem a fragmentacdo na fonte,
sendo esta também diferente para cada isébmero. Os principais ions foram os m/z
515, 353, 191, 179 e m/z 173. As estruturas isoméricas puderam ser inferidas com
base em seu perfil de eluicdo em cromatografia de fase reversa (BRAVO; GOYA,
2007), bem como pela proporcdo de ions em m/z 515 e 353. O pico 18 (R; 6.55) foi
identificado como &cido 3,4-dicafeoilquinico, e praticamente ndo produziu nenhum
fragmento na fonte (m/z 515 apenas). O pico 19 (R; 6.66) atribuido ao acido 3,5-
dicafeoilquinico, mostrou uma relagéo de 1,0:0,97 entre os ions e o pico 22 (R; 7.11)

atribuido ao acido 4,5-dicafeoilquinico, apresentou uma proporcao de 1,0:0,18.
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MASSA DO PICO 3 (B), PICO 8 (C), PICO 12 (D), PICO 18 (E), PICO
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Flavondides glicosilados também foram observados nas anélises online em
modo negativo, sendo rutina (R; 5.94, m/z 609), quercetina-hexosideo (R; 6.11, m/z
463) e caempferol (ou luteolina) diglicosideo (R 6.47, m/z 593). Este ultimo teve um
tempo de retencdo menor do que o relatado para luteolina-diglicosideo, sendo eluido
apos os acidos dicafeoilquinicos (CARINI et al., 1998) mas, mesmo assim, o0 ion de
m/z 593 ndo pdde ser confirmado. Outros picos menores sG apareceram apos a
extracdo dos ions de referéncia a partir do cromatograma, e sao descritos na Tabela
7.

TABELA 7 — UPLC-PDA-MS EM MODO NEGATIVO.

Pico R, (min) Amax (NM) [M-H] *Componente Identificado ®referencia
1 1.05 191 Acido quinico [23]

2 2.97 272 n.d. Teobromina Padréo
3 3.32 325-296 353 Acido neo-clorogénico [27, 28]
4 3.47 325-296 341 Acido dicafeico [27]

5 3.64 325-296 341 Acido dicafeico [27]

6 3.87 314 337 Acido cumaroilquinico [27]

7 3.79 325-296 341 Acido dicafeico [27]

8 4.04 325-296 353 Acido clorogénico Padrao
9 4.17 273 n.d. Cafeina Padréo
10 411 325-296 367 Acido feruloilquinico [27]

11 4.23 325-296 367 Acido feruloilquinico [27, 28]
12 4.28 325-296 353 Acido crypto-clorogénico [28]

13 5.19 325-296 367 Acido feruloilquinico [28]

14 5.91 354-255 609 Rutina Padrao
15 6.11 344-266 463 Quecetina-hexosidio [29]

16 6.32 344-266 433 Quercetina-pentosidio [29]

17 6.47 344-266 593 Caempferol/luteolina-diglicosideo [27, 28]
18 6.55 325-296 515 Acido 3,4-dicafeoilquinico [27, 28]
19 6.66 325-296 515 Acido 3,5-dicafeoilquinico [27, 28]
20 6.68 344-266 447 Quercetina-rhamnosidio [29]

21 6.96 325-296 529 Acido cafeoilferuloilquinico [27]

22 7.11 325-296 515 Acido 3,5-dicafeoilquinico [27, 28]
23 7.30 325-296 529 Acido cafeoilferuloilquinico [27]

24 7.55 325-296 529 Acido cafeoilferuloilquinico [27]

25 7.81 325-296 559 Acido cafeoilsinpilquinico [27]

26 7.91 325-296 529 Acido cafeoilferuloilquinico [27]

27 8.00 325-296 529 Acido cafeoilferuloilquinico [27]
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6.3.3 Otimizacdo da andlise de UPLC-PDA para a quantificacdo de xantinas e

fendlicos

Varios compostos bioativos foram identificados por meio dos espectros de MS
obtidos em modo offline e online e alguns deles puderam ser quantificados utilizando
padrdes: teobromina, cafeina, acido clorogénico e rutina. Os acidos neo-clorogénico
e crypto-clorogénico foram quantificados comparativamente com o &cido
clorogénico.

UPLC-PDA foi otimizado utilizando o sistema de gradiente 2 (descrito na
metodologia), para a quantificacdo desses compostos e uma boa separacdo e
resolucdo dos picos foi possivel em menos de 3 min de corrida. A deteccéo pelo
PDA foi otimizada para cada um dos padrbes, em 270 nm, para teobromina (pico 2,
1.05 min) e cafeina (pico 9, 1.59 min), em 325 nm para o acido neo-clorogénico (pico
3, 1.18 min), o &cido clorogénico (pico de 8, 1.47 min) e o acido crypto-clorogénicoo
(pico 12, 1.52 min) e em 255 nm para a rutina (pico de 14, 2.10 min.) (Figura 19). A
concentracdo dos compostos foi calculada utilizando-se suas respectivas curvas
padrées: cafefna (y=1,18x10%; - 3,88x10° R?=0,999); teobromina (y=1,09x10% -
1,25x10°, R?=0,999); &cidos clorogénicos (y=1,08x10% - 1,25x10°, R®=0,999) e
rutina (y=3,88x10% - 2,12x10°, R%=0,987).

Com relagéo as xantinas, a teobromina variou de 13,7 (SJSIN) a 20,2 ug/mg
(SJSO) e cafeina de 39,3 (SJSBIN) a 84,9 ug/mg (SJSO). Ambas, folhas jovens e
maduras cultivadas em ambiente ensolarado (monocultivo) apresentaram maior
concentracdo de cafeina e teobromina, quando comparadas aquelas cultivados na
sombra (Figura 19 e Tabela 8). Sabe-se que as condicbes de crescimento
desempenham um papel importante na producdo de fitoquimicos e que o excesso
de radiacdo ultravioleta pode aumentar a producdo de compostos destinados a
proteger a planta (MEYER et al., 2006).

Houve uma diminuicéo relativa da concentracdo das metilxantinas em folhas
submetidas ao cancheamento e um aumento na concentracdo nas folhas oxidadas
(Tabela 8). A influéncia do processamento industrial na composi¢cdo quimica de
erva-mate tem sido relatada, incluindo a referente perda de cafeina apds o sapeco e

secagem, processos estes realizados nas folhas cancheadas (ESMELINDRO et al.,
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2002). A maior perda de cafeina (~ 20%) ocorre durante o processo de secagem
(SCHMALKO; ALZAMORA,; 2001; ISOBELLA et al., 2010).

w50 0 o 20 50 200
FIGURA 19 — UPLC-PDA DAS FRACOES (SOBRENADANTES ETANOLICOS):
SJSIN (A), SISBIN (B), SMSIN (C), SMSBIN (D), SJSC (E), SISBC
(F), SMSC (G), SMSBC (H), SJSO (I), SISBO (J), SMSO (K) E
SMSBO (L).

Os trés isbmeros dos acidos clorogénicos apareceram em diferentes niveis,
comparando-se os tratamentos. O acido neo-clorogénico variou de 19,2 (SJSBO) a
65,5 ug/mg (SMSC), o acido clorogénico de 18,5 (SJSBO) a 62,6 ng/mg (SMSC) e o
acido crypto-clorogénico de 19,0 (SJSBO) A 73,3 ug/mg (SMSC). Acidos cafeico e
ferdlico livres ndo foram encontrados, e o flavondide glicosideo mais abundante
encontrado foi a rutina, variando de 8,9 (SMSBIN) a 24,7 ug/mg (SMSBC) (Tabela
8).

Em geral, as folhas provenientes do monocultivo (sol) apresentaram niveis
mais elevados de quase todos os polifenodis. Varios compostos fendlicos sao
produzidos pelas plantas como uma resposta aos estimulos do ambiente, em geral,

protegendo-as de fatores ambientais, como estresse, pragas e sol (MEYER et al.,
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2006). Plantagbes expostas ao sol produzem niveis mais elevados destes
compostos, em comparagao com as cultivadas em ambiente sombreado de floresta.
Em contato direto ao sol, elas sdo expostas a uma maior concentracdo de radiacao
UV. A luz absorvida produz energia, ao invés de outras ondas eletromagnéticas mais
energéticas, podendo gerar radicais livres e induzir a danos celulares. Para se
proteger, a planta produz compostos antioxidantes, de modo que as plantas
expostas diretamente ao sol contém um maior nivel de acidos clorogénicos (HECK;
SCHMALKO; DEMEJIA, 2008)

Observa-se ainda que as folhas oxidadas apresentaram uma diminuicdo na
concentracdo de compostos fenélicos comparadas com as folhas in natura (Figura
19, Tabela 8). Um fato que ja era esperado visto que 0 processo oxidativo acontece
por meio da oxidacdo de um variado grupo de compostos organicos e inorganicos,
incluindo monofenais, difendis, polifendis e aminofendis provocando muitas vezes
sua polimerizacdo, com a consequente diminuicdo na concentracdo dos fendis
existentes anteriormente (FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002).

6.3.4 Quantificacdo dos acgucares por UPLC

Frutose, glucose e sacarose presentes nos sobrenadantes etandlicos foram
identificas e quantificadas, utilizando suas respectivas curvas padrées: frutose
(y=1744,7y - 61107, R?=0,998), glucose (y=1527,6y - 131571, R?=0,999) e sacarose
(y=1692,5y - 200509, R?=0,999).

Frutose variou de 36,4 (SJSBC) a 199.7 ug/mg (SMSBO), glucose variou de
26.9 (SMSBC) a 297.4 pg/mg (SMSO) e sacarose de 11.8 (SJSBO) a 198.3 ug/mg
(SJSBC) (Figura 16-D, Tabela 8). As folhas oxidadas apresentaram as maiores
concentracdes de frutose e glucose e as menores concentracbes de sacarose. As
folhas cancheadas por outro lado, mostraram altas concentragbes de sacarose em
comparacdo aos niveis de glucose e frutose. Apesar das folhas oxidadas
apresentarem um baixo nivel de sacarose, o0 somatorio desses carboidratos (x Fru,
Glc e Sac) foi relativamente alto (Tabela 8). Embora este fenbmeno nao tenha sido
explicado, pode ser resultado de degradacdo de polissacarideos estruturais ou de

reserva.



TABELA 8 — CONCENTRACAO DE XANTINAS, FENOLICOS E ACUCARES NOS SOBRENADANTES ETANOLICOS DAS

FOLHAS DE ERVA-MATE.

Componente, tempo retencdo

Fracdes (ug/mg de peso seco)

SJSIN  SJSBIN  SMSIN
Teobromina (1.05 min) 19,68 13,70 18,60
Cafeina (1.59 min) 65,45 39,27 78,18
Acido Clorogénico (1.47 min) 52,48 29,61 46,15
Acido neo-clorogénico (1.18 min) 53,45 32,00 47,64
Acido crypto-clorogénico (1.52min) 52,18 34,10 48,97
Rutina (2.10 min) 16,02 19,94 21,38
Frutose (2.59 min)? 92,35 78,59 63,30
Glucose (2.86 min)® 157,35 134,18 109,43
Sacarose (3.20 min)? 45,45 96,83 62,75
¥ (carbohidratos) 295,15 309,60 235,48

SMSBIN
16,29
67,87
32,12
38,37
42,94

8,90

105,89
156,47
49,31

311,67

SJSC
16,62
54,97
60,99
56,57
62,02

14,39

49,50

58,53

111,23

SJSBC
14,75
54,10
48,03
53,30
66,40

19,49

36,47
29,83

198,35

SMSC
19,90
59,90
62,33
65,56
73,30

24,78

53,93

51,05

163,38

219,26 264,65 268,36

SMSBC
15,02
58,97
50,84
56,43
65,82

14,12

28,05
26,98
128,91

183,94

SJSO SJSBO SMSO SMSBO
20,27 16,33 19,13 16,58
84,95 83,95 65,80 78,16
26,26 18,50 22,44 23,74
28,02 19,24 25,17 26,15
24,42 19,00 23,00 25,19
11,28 10,14 15,51 16,80
154,18 168,51 190,26 199,73
230,31 243,32 297,40 243,12
17,51 11,84 15,71 18,79
402,00 423,67 503,37 461,64

& carboidratos foram quantificados separadamente das xantinas e fendlicos.

68
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6.3.5 Andlises de PCA para as quantificacdes

Os cromatogramas de UPLC obtidos na quantificacdo de fendlicos e xantinas
foram analisados por quimeometria pela andlise de PCA. Neste caso, foram
analisados o efeito de trés variaveis independentes (12 amostras obtidas ap6s os
tratamentos pds-colheita) sobre 11 compostos bioativos (variaveis dependentes). Na
PCA para a quantificagdo dos compostos foram necessarios 3 PC’s para descrever
grande parte da variancia, sendo possivel reduzir a dimenséao original dos dados (11
variaveis, cada uma com 12 resultados diferentes) para 3 (3 PC’s). PC1 explica ou
contém 75,8% da variancia dos dados originais. As PC’s 2 e 3 explicam 16 e 5,8%,
respectivamente. Os demais PC’s (de 4 a 11) explicam muito pouco dos dados
originais. A Figura 20-A mostra o gréfico de scores para PCl versus PC2.
Analisando-se o componente principal 1 (PC1l) observa-se a formacdo de trés
grupos principais com relagéo a sua proximidade [(i, j, ke l),(a,b,ced)e (e,f,ge
h)] podendo-se relacionar PC1 com os tipos de tratamentos pds-colheita a que as
folhas foram submetidas, os quais exercem grande influéncia na variabilidade dos
dados analisados (concentracdo de compostos bioativos). Ainda nesta figura,
analisando-se o componente principal 2, observa-se que este esta relacionado ao
local de cultivo de onde foram provenientes as folhas, ja que neste PC ha a
separacdo entre 0s grupamentos citados anteriormente (a separado de b, c
separado de d e uma menor separagao entre 0s outros pares).

Na Figura 20-B encontra-se o gréafico de scores para PC1 versus PC3. O
componente principal 3 faz a separacdo entre a e ¢ e entre b e d, por exemplo,
estando relacionado a idade da folha. Ja que PC3 contém 5,8% da variancia dos
dados originais, a idade da folha é responsavel por esta pequena variacdo nas

concentracdes dos compostos analisados.
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FIGURA 20 — ANALISES DE PCA. GRAFICOS DE SCORES PARA CADA
COMPONENTE PRINCIPAL COM SUA PERCENTAGEM DE
VARIANCIA. EM (A) PC1 VERSUS PC2 E EM (B) PC1 VERSUS
PC3. (a) SISIN, (b) SISBIN, (c) SMSIN, (d) SMSBIN, (e) SISC, (f)
SJSBC, (g) SMSC, (h) SMSBC, (i) SJSO, (j) SISBO, (k) SMSO E
() SMSBO.

6.3.6 Atividade antioxidante

6.3.6.1 Atividade sequestrante de radicais livres (DPPH)

A atividade sequestrante de radicais livres (%) dos sobrenadantes etandlicos
€ mostrada na Tabela 9. Para cada tratamento quatro concentracdes foram
testadas. Em geral, a captacdo dos radicais (%) aumenta com o aumento da
concentragdo dos extratos e na concentracdo de 200 pug/mL a amostra SJSBC
atinge 60%. Nessa mesma concentracdo Saldanha (2005) encontrou uma captacéo
de 44% para as folhas de erva-mate tostadas. Miliauskas et al. (2003) discutem que
0S extratos que apresentam alta capacidade de captacdo de DPPH (superiores a
90%) correspondem praticamente a totalidade de captacdo deste radical livre em
funcdo do método, pois 0 mesmo apresenta uma absorcédo residual permanente,

podendo equivaler até a aproximadamente 7% da captacéo final total.
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TABELA 9 - ATIVIDADE SEQUESTRANTE DE DPPH (%) E CEsg
SOBRENADANTES ETANOLICOS DAS FOLHAS DE ERVA-
MATE.
Amostras Captacédo de radicais livres (%) CEsgo (ng extract/mL)
25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 200 pg/mL
SJSIN 17,14+0,60° 20,81+0,32% 31,12+2,49* 43,75+2,12% 238,86+0,16°
SJSBIN  17,66+1,26° 22,68+1,29" 23,19+2,70° 32,20+2,46" 383,25+0,25"
SMSIN  22,04+2,40° 22,64+0,38" 29,27+1,43" 41,00+3,21% 294,80+0,09
SMSBIN  18,50+1,76% 24,11+0,91* 33,09+2,71% 44,44+1,43" 221,57+0,28°
SJsC 19,39+1,76* 23,78+0,91% 33,11+2,71* 44,14+1,43°% 254,83+0,12°
SJSBC  23,93+3,93° 25,09+0,23° 39,23+0,50° 60,32+0,32° 173,22+0,35°
SMSC 18,54+1,93* 24,05+1,27* 36,73+0,31° 51,18+1,64° 178,78+0,12°
SMSBC  21,27+1,15° 27,94+1,55° 36,81+1,01° 61,04+1,23° 158,40+0,25°
SJSO 21,81+0,85% 21,44+1,24° 24,49+1,46° 34,75+0,75" 366,75+0,42"
SJSBO  18,38+1,98" 19,23+0,56° 24,35+0,61° 24,74+0,89° 736,50+0,16°
SMSO 17,63+0,55° 24,09+0,74" 26,94+1,13° 34,76+0,45" 375,25+0,07"
SMSBO  20,49+1,10° 19,18+2,45° 22,38+0,50° 29,04+0,70° 700.00+0,32°
BHT 37,18+0,73° 56,16+2,47° 83,88+0,73° 91,91+0,71° 37,86+0,21'

Valores representados em médias com seus respectivos desvios padroes.

Diferentes letras em uma mesma coluna indicam diferencas significativas (p<0,05).

N&o foram observadas diferencas significativas entre os extratos provenientes

de folhas com idades diferentes e os provenientes de locais de cultivos diferentes.

Mas diferencas ocorreram com relacdo ao tratamento que as folhas foram

submetidas poés-colheita. Em comparacdo aos tratamentos a percentagem de

captacdo seguiu a seguinte ordem decrescente: cancheada > in natura > oxidada.

Considerando que a atividade esta diretamente relacionada com a concentracao de

compostos fendlicos, este resultado esta de acordo com a quantificacdo de fendis

presentes nas amostras.

Os extratos de erva-mate cancheada apresentaram maior atividade de

captacao de radicais livres do que os extratos oriundos de folhas in natura, 0 mesmo
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ja foi encontrado em outros estudos com a erva-mate (SALDANHA, 2005) e com o
café (NICOLI; ANESE; PARPINEL,1997; DAGLIA et al., 2000).

As reacdes de escurecimento ndo-enzimatico representam um dos maiores
fendbmenos que podem ocorrer durante processos térmicos muito intensos, como no
sapeco da erva-mate. A perda de atividade antioxidante pelos antioxidantes naturais
pela progressiva degradacdo térmica pode ser minimizada pela formacdo de
produtos a partir da reagédo de Maillard (Figura 21) (NICOLI et al.,1997; DAGLIA et
al., 2000).
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FIGURA 21 — ESQUEMA GERAL DA REACAO DE MAILLARD.

No caso da reagdo de Maillard, a elevada atividade antioxidante & geralmente
associada a formacao de melanoidinas (produtos finais de reagéo), que representam
apenas uma das centenas de estruturas formadas a partir dessa reacao

(MANZOCCO et al., 2001). Substancias de alto peso molecular, como melanoidinas,
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sao provavelmente os maiores produtos com propriedades antioxidantes formados

pelas reacdes de escurecimento ndo-enzimatico (YAMAGUCHI, 1986).

6.3.6.2 Inibicdo da oxidacg&o pelo sistema p-caroteno/acido linoléico

O sistema p-caroteno/acido linoléico é constituido por uma emulséo, sendo
considerado assim, um sistema aquoso-lipidico. Nesse método, a atividade
antioxidante é avaliada pela capacidade de um extrato ou antioxidante isolado inibir
0 processo de oxidacdo do sistema, avaliado em um periodo de 2 horas.
Diferentemente do que ocorre no método do DPPH, os antioxidantes dever&o
apresentar maior estabilidade para garantir maior atividade antioxidante. Os

resultados obtidos para os extratos sado apresentados na Tabela 10.

TABELA 10 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (%) DOS SOBRENADANTES

ETANOLICOS DAS FOLHAS DE ERVA-MATE.

Atividade antioxidante (%)

Amostras

25ug/mL 50ug/mL 100ug/mL 200ug/mL
SJSIN 28,98+3,91% 33,13+1,34% 31,24+0,57* 42,37+1,09%
SJSBIN  25,35+2,73% 28,34+0,68% 35,35+1,03% 40,14+1,40°
SMSIN 32,54+3,25° 40,14+0,62° 44,24+1,15° 46,65+0,74°
SMSBIN  23,63+1,10* 27,36+0,70° 35,35+1,00° 47,35+0,66"
SJSC 37,56+2,04° 42,35+0,77° 50,26+0,56° 55,35+1,46°
SJSBC  35,71+1,98° 47,34+2,11° 52,35+1,54° 66,34+1,56°
SMSC 38,08+0,92° 48,37+0,70° 55,34+1,46° 59,46+0,94°
SMSBC  41,29+1,63° 44,23+0,72° 55,36+1,51° 69,35+0,57°
SJSO 23,47+0,31* 24,13+0,68° 28,34+1,03° 33,25+1,09°
SJSBO 22,56+1,30° 23,16+1,26° 27,84+1,42° 29,13+0,94'
SMSO 25,35+0,50% 29,42+1,82% 29,75+2,80° 35,27+2,57°
SMSBO  25,88+0,67% 24,39+0,89° 26,34+1,21° 30,24+0,92'
BHT 42,60+2,01° 54,35+1,41° 75,35+1,52° 93,38+3,05°

Valores representados em médias com seus respectivos desvios padroes.

Diferentes letras em uma mesma coluna indicam diferencgas significativas (p>5).
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Assim como no método do DPPH, a atividade antioxidante foi dose
dependente, aumentando com o0 aumento da concentracdo dos extratos. A atividade
antioxidante para as amostras variaram de 29,13% (SJSBO) a 69,35% (SMSBC) e
novamente as folhas canheadas apresentaram uma atividade maior. O BHT

apresentou uma atividade de 93,38% na concentragéo de 200 pg/mL.
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7 CONCLUSOES

Apbs andlise dos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

- Os polissacarideos presentes nas folhas de erva-mate foram caracterizados
como sendo arabinogalactanas do tipo Il, acidos poligalacturénicos e amido. No
entanto, observa-se uma redugédo no sinal referente ao amido e uma redugao no
sinal referente aos grupos carboxilicos metil-esterificados das unidades de &cido
galacturdénico nos espectros de RMN para as folhas oxidadas. Dessa forma, o
processo oxidativo poderia estar degradando os polissacarideos.

- A técnica mais recente na area da cromatografia liquida - Ultra Performance
Liquid Chromatography - foi empregada na separacdo de compostos bioativos das
folhas de erva-mate. Os principios de cromatografia liquida sdo mantidos, mas a
sensibilidade, velocidade e resolucdo sdo melhoradas. O tempo de analise é
reduzido e a separacdo dos compostos da erva-mate pode ocorrer em menos de
trés minutos, enquanto que nos sistemas tradicionais, 0 tempo e o consumo de
solvente para a mesma analise pode demorar mais de 35 min.

- A andlise comparativa de todas as amostras indicaram que as folhas
cultivadas ao sol apresentaram maior concentracdo de compostos ativos (fendis,
teobromina, cafeina e rutina) quando comparadas com as cultivadas em sombra. O
tratamento a que as folhas foram submetidas apds a colheita também teve influéncia
sobre esta composicdo. Folhas processadas apresentaram um decréscimo na
concentracdo de xantinas, enquanto que as oxidadas apresentaram uma menor
concentracdo de compostos fendlicos, quando comparados com folhas in natura e
cancheadas . Esta diminuicdo de compostos fendlicos pode reduzir as propriedades
antioxidantes das folhas oxidadas, embora por outro lado, estas tenham
apresentado um aumento na concentracdo de carboidratos de baixo peso molecular
(principalmente frutose e glicose), o que pode vir a suavizar o sabor da bebida.
Assim, os resultados apresentados fornecem uma orientacdo para a obtencéo de
folhas de llex paraguariensis enriquecidas em principios biologicamente ativos, que

poderiam ser aplicados nos alimentos, na farmacéutica e na cosmética.
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