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Resumo

A erva-mate (llex paraguariensis A. St. Hil.) é uma planta encontrada no Brasil, Paraguai e
Argentina, paises considerados como os Unicos produtores mundiais, onde ocupa relevante
importancia sdcio-econémica. Devido aos efeitos benéficos da erva-mate, seu consumo,
atualmente ndo se limita somente aos paises produtores. Entre estas atribuicdes esta a sua
atividade antioxidante, a qual pode contribuir na protegdao contra processos oxidativos no
organismo humano, sendo os compostos fendlicos e taninos os constituintes quimicos
responsaveis por este efeito e propriedade estimulante atribuida ao seu conteddo de
metilxantinas, como a cafeina. Os objetivos desta pesquisa foram: avaliar a composicdo dos
fendlicos, metilxantinas e taninos dos residuos gerados na industrializacdo da erva-mate (pé
do mate) comparar quali/quantitativamente a composigdo fendlica dos extratos obtidos a
partir de diferentes solventes e avaliar o potencial antioxidante desses extratos. Entre os
extratos preparados com diferentes solventes, o extrato de metanol 80% apresentou o maior
conteudo de polifendis totais (11,51 g/100g), seguido pelo metanol acidificado, etanol
acidificado, etanol 80 %, agua destilada e agua destilada acidificada. Ao comparar os
resultados do total de polifendis e atividade antioxidante dos extratos é possivel observar
que o maior conteludo de fendlico dos extratos resultou num aumento da capacidade
antioxidante nos métodos DPPH® e ABTS'". A analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia mostrou o acido 4,5 dicafeoilquinico como o componente majoritario da fracdo
fendlica do pé do mate seguido pelo acido clorogénico. Os conteldos de cafeina, teobromina
e taninos do pé do mate foram de 1,01 g/100g, 0,10 g/100g e 0,29 g/100g
respectivamente. De acordo com os resultados, este residuo pode ser utilizado como
ingrediente na formulagdo de alimentos funcionais adicionando valor aos residuos gerados
durante o processamento da erva-mate. O consumo do po6 do mate poderia contribuir
significativamente para a ingestdo de compostos antioxidantes e estimulantes, fornecendo
grandes quantidades de acidos fendlicos, taninos e metilxantinas com efeitos bioldgicos
potencialmente benéficos para a saude humana.

Palavras-Chave: llex paraguariensis; residuos; acidos fendlicos, metilxantinas; tanino.
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1 Introducéao

A llex paraguariensis (erva-mate) é utilizada na preparacdo de varios tipos de
bebidas na América do Sul como o "chimarrao", "Terere" e chas (SOUZA; LORENZI,
2005). Essa espécie cresce naturalmente e tem sido cultivada no sul do Brasil,
Argentina e Paraguai (FILIP et al., 2001). Sua popularidade vem aumentando nos
Estados Unidos, Canada e Europa (BIXBY et al., 2005).

A erva-mate apresenta propriedades estimulantes do sistema nervoso central
atribuido ao seu teor de metilxantinas, alcaléides como a cafeina (SALDANA;
ZETZL, 2002) e é também conhecida por conter compostos com propriedades
antioxidantes, tais como acidos fendlicos e taninos (BRAVO et al., 2007; SILVA et
al., 2008). Outros efeitos da erva-mate tém sido relatados para explicar seu uso
popular como hepatoprotetor, colerético, diurético, hipocolesterolémico,
antireumatico, anti-tromboético, antiinflamatdrio, anti-obesidade (RAMIREZ-MARES
et al., 2004; HECK e MEJIA, 2007; GUGLIUCCI e BASTQOS, 2009).

Durante a etapa de trituracao da erva-mate os talos com maior granulometria nao
sao adicionados ao produto final, de forma que estes talos e algumas folhas sdo
novamente triturados, adequando-os para a introdugao no produto comercial. Neste
segundo estagio de trituracdo, sdo gerados residuos de baixa granulometria,
denominados p6 de mate, os quais ndo sdo adicionados ao produto final e,
eventualmente, descartados. Ndo existem informacgGes na literatura cientifica sobre
a caracterizacdo deste residuo e/ou sua aplicacdo como ingrediente.

Portanto, considerando os conhecidos beneficios da erva-mate para a saude
humana, presume-se que uma detalhada caracterizagdo quimica do p6 de mate é
uma questao importante para efeitos da sua utilizacao.

Em estudo anterior realizado por Vieira et al. (2008), identificaram que o pd de
mate contém altos niveis de polifendis totais. Sendo assim, este residuo parece ser
um ingrediente interessante devido a presenca desses compostos com poder
antioxidante.

Portando, o p6 da erva-mate emerge como uma alternativa para acrescentar valor
aos residuos da industria alimentar, que normalmente sdo desprezados. Assim, os
objetivos desta pesquisa foram: avaliar a composicdo dos fendlicos, metilxantinas e
taninos dos residuos gerados na industrializacdo da erva-mate, comparar
quali/quantitativamente a composicdo fenodlica dos extratos obtidos a partir de
diferentes solventes e avaliar o potencial antioxidante desses extratos.

2. Material e Métodos
2.1 Residuo do processamento da erva-mate (p6 de mate)

Os residuos da etapa de trituracdo da erva-mate (pé de mate), foram fornecidos de
trés industrias de erva-mate do municipio de Catanduvas, Santa Catarina.

O p6 de mate foi misturado e peneirado em tamiz de 60 mesh (Britsh Standard
Screen). As amostras foram embaladas o vacuo em sacos de polietileno de alta
densidade e armazenadas em freezer a - 18 + 2 °C até momento das analises.

2.2 Extracdo da amostra

Para analise de compostos fendlicos e atividade antioxidante os extratos foram
preparados a partir da mistura de 2 g de p6é de mate com os solventes: solucdo de
metanol e dgua destilada 80% (v/v), agua destilada (85°C + 1°C), solugao de
etanol e agua destilada 80% (v/v), etanol acidificado (HCL 1,5 N) e agua destilada
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acidificada (HCL 1,5 N). Todos os extratos foram sonicados por 15 minutos,
filtrados e transferidos para frascos ambar, sob atmosfera de nitrogénio, e
mantidos em freezer (-18 °C £ 2 °C) até a realizagdo das analises.

2.3 Determinacao do teor de (poli)fendis totais (TPC) do p6 de mate

O conteudo de (poli)fendis totais dos extratos de pé de mate foi determinado de
acordo com o método de Folin-Ciocalteu modificado (SINGLETON; ROSSI, 1965).

2.4 Caracterizacdo de compostos fendlicos do mate em po6

Uma fracdo rica em (poli)fendis foi obtida através do fracionamento dos extratos de
erva-mate, anteriormente obtidos, utilizando acetato etilico durante 12 horas
(SCHULDT et al., 2005). A fase organica foi coletada e concentrada sob fluxo de
nitrogénio. O residuo final foi redissolvido em 500uL de metanol, centrifugado
(5000 rpm/5min) e a composicao de (poli)fendis foi determinada por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE).

Aliquotas (10 pL/amostra) foram injetadas em cromatdgrafo liquido (Shimadzu LC-
10), equipado com coluna de fase reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm x 250 mm,
5um), termo-estabilizada a 40°C, detector UV-visivel (Shimadzu SPD 10A, A = 280
nm) e sistema processador de dados. Como fase mdvel, uma solucdo de agua:acido
acético:n-butanol (350:1:10, v/v/v), com fluxo de 0,8 mL/min, foi utilizada. Curvas
de calibragdo para cada um dos padroes foram preparadas para analise
guantitativa. Do mesmo modo, para a amostra a concentracdo final dos compostos
foi determinada pelo teor médio apods trés injecdes consecutivas.

2.5 Capacidade antioxidante do mate de p6

A capacidade de seqliestro de radicais livres do extrato metandlico e aquoso do pé
de mate foram analisados pelos métodos: DPPH® (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) e
ABTS® * (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina- 6-acido sulfonico)).

A reacao do DPPH foi monitorada pela leitura em espectrofotometro a 515 nm,
durante 30 minutos, a intervalos de 5 minutos. A absorbancia medida apds 30
minutos foi utilizada para o calculo de yM de DPPH® sequestrado pelos extratos. A
atividade de seqliestro do radical foi avaliada através da reducdao na absorbancia do
DPPH comparado a solucdo controle. Trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-
acido carboxilico), foi utilizado como antioxidante padrado, e a atividade antioxidante
dos extratos do pé de mate expressa em capacidade antioxidante equivalente em
Trolox (TEAC) (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

A andlise de capacidade de sequestro dos radicais livres cation (ABTS'*) foi
realizada através da reacdo de 7 uyM de ABTS com 2,45 yM de persulfato de
potassio por 12/16 h , no escuro, a temperatura ambiente. A redugdo da
absorbancia do ABTS a 754 nm (absorbancia inicial = 0,7 £ 0,02) na presenca de
um antioxidante foi monitorada por 7 min. Trolox (0-600 pM) foi utilizado como
antioxidante padrao para a curva de calibragcdo e os resultados foram expressos em
equivalente de puM Trolox de atividade antioxidante/ g de matéria seca (RE et al.,
1999).

2.6 Determinacgdo de metilxantinas do p6 de mate

Amostras de p6 de mate (5 g) foram mantidas em ebulicdo, com 150 mL de
solugdo de acido sulflirico 20% (v/v). Os extratos foram neutralizados com solugdo
de hidréxido de amonio a 50% (v/v), filtrados e posteriormente extraidos (3x) com
10 mL de cloroférmio:isopropanol (3:1, v/v). A fracdo organica foi concentrada
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dando origem ao extrato de metilxantinas. Os residuos foram ressuspensos em
metanol e submetidos a CLAE (REGINATTO et al., 1999).

Aliquotas (10 pyL/amostra) foram injetadas em um cromatadgrafo liquido (Shimadzu
LC-10) equipado com coluna de fase reversa (Shim-pack C18, 4,6 mm x 250 mm,
5um particula), termo-estabilizada a 30°C, detector UV-visivel (Shimadzu SPD 10A,
L = 272 nm) e sistema processador de dados. A fase moével utilizada foi uma
solucdo de acetonitrila:0,1% &cido férmico (15:85 v/v) (ROBB et al., 2002) com
fluxo de 1,0 mL/min. Antes da injecdo, as amostras foram centrifugadas (5000
rpm/10 min). Curvas de calibracdo de cada um dos padrdes (cafeina, teobromina e
teofilina) foram preparadas para analise quantitativa.

2.7 Determinacao de taninos do p6 do mate

O teor de taninos foi determinado de acordo com o método descrito por Price et al.,
(1978), utilizando espectrofotdbmetro UV-VIS (Hitachi Modelo U-1800).

2.8 Andlise estatistica

Todas as analises foram conduzidas em triplicata e os dados expressos como
médias + desvios padroes (DP). Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA), ao nivel de 5 % de significancia, seqguido pelo teste de Tukey para
comparacao das médias.

3. Resultados e Discusséao
3.1 Conteudo de (poli)fendis totais (TPC) de extratos do p6 de mate

Os valores de TPC de diferentes extratos de pé de mate, expresso em equivalente
de acido galico, por grama de amostra, estdo apresentados na Tabela 1. Entre os
extratos preparados com os diferentes solventes em estudo, o extrato com metanol
80% apresentou maior TPC, seguido pelo metanol acidificado, etanol acidificado,
etanol 80%, agua destilada e agua destilada acidificada. Foi observado diferenga
significativa (p<0,05) para os teores de polifendis totais entre os extratos testados.
Estes resultados sugerem a presenca de menor concentracdo de compostos
fendlicos solUveis em agua, contrastando com os resultados do estudo realizado por
Bastos et al. (2007), que relatou melhor solubilidade em &gua destes compostos
analisados em produtos contendo principalmente folhas de 1. paraguariensis. A
justificativa para este resultado pode ser devido a diferenca das biomassas, uma
vez que a amostra utilizada neste estudo consiste principalmente de talos
diferentemente do material estudado por Bastos et al. (2007).

Yao et al. (2004) encontraram maior teor de polifenol em extrato metandlico de cha
verde, o que estd de acordo com os resultados aqui observados. Este resultado
pode estar relacionado com a possivel inibicdo da polifenoloxidase pelo alcool
metilico.
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Tabela 1 Conteldo de polifendis totais de pdé de mate® através da utilizagdo de
diferentes solventes.

P6 de mate (g/1009)

Solventes Média £+ DP
Etanol 80 % 2,89+ 0,18
Etanol acidificado 5,52+ 0,23
Metanol 80% 11,51% £ 0,55
Metanol acidificado 6,59° + 0,36
Agua destilada 1,23+ 0,14
Agua acidificada 1,10° £ 0,36

@ Residuo do processamento da erva-mate. Os resultados estdo apresentados como valores médios £ DP
de determinacGes em triplicata e expressos como equivalentes de acido clorogénico (g/100g amostra
seca). Os valores médios na mesma coluna seguidos por letras diferentes sdo significativamente
diferentes p<0,05.

O extrato metandlico do p6 de mate, que apresentou 11,51 g GAE/100g, foi
superior no conteldo desses metabdlitos secundarios em comparagdo com
amostras de erva-mate comercial (6,21 - 10,71 g GAE/100g - ANESINI et al.,
2006), extratos de mate (8,10 - 9,77 g GAE/100g - BRAVO et al., 2007), cha
preto (0,1 - 9,9 g GAE/100g - TURCOMENISTAO et al., 2006), cha verde (6,5 -
10,6 g GAE/100g - KHOKHAR e MAGNUSTOTTIR, 2002) e mate torrado (0,03-6,71
g GAE/100g - BASTOS et al., 2007). Por outro lado, o resultado foi semelhante aos
valores encontrados para cha mate (2,6 - 12/04 g GAE/100g - TURCOMENISTAO et
al., 2006) e inferior ao cha preto (17,0 g GAE/100g - YAO et al., 2006) e cha verde
(0,07 - 13,08 g GAE/100g - BASTOS et al. 2007). Estudos tém sugerido o papel dos
compostos fendlicos como a principal fonte de antioxidantes naturais em alimentos
de origem vegetal (CABRERA et al., SLAVIN et al., 2009).

Para os experimentos sobre as propriedades dos compostos fendlicos, dois
solventes, foram selecionados, metanol 80 % e agua a fim de analisar a
composicdo fendlica e a atividade antioxidante do p6 de erva- mate. A solugao de
metanol 80% foi utilizada por ter mostrado a melhor solubilidade de compostos
fendlicos neste estudo e a agua, porque grande parte dos produtos de erva-mate
utilizam a agua como principal ingrediente.

3.2. Caracterizacdo de compostos fendlicos de p6 de mate

Os resultados da analise por CLAE obtidos para os compostos fendlicos no p6 de
mate extraidos com dois diferentes solventes (agua e metanol 80 %) revelaram um
cromatograma com sete compostos identificados (Tabela 2) e, outros trés
compostos foram detectados, mas ndo foram identificados. O conteldo de fendlico
no extrato metanodlico 80% foi maior do que no extrato aquoso. Dados estes que
estdo de acordo com os resultados obtidos para polifendis totais. Os principal acido
fendlico detectado no p6 da erva-mate foi o acido 4,5-DCQ estando de acordo com
resultados anteriores encontrados por Clifford e Ramirez-Martinez (1990), Filip et
al. (2001) em produtos a base de folhas de erva-mate. Algumas das propriedades
farmacolodgicas atribuidas ao mate tém sido relacionadas com o elevado teor de
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cafeoil derivados, tais como acidos clorogénicos, 4,5 DCQ e outros fendlicos da llex
paraguariensis (MAZZAFERA, 1994; FILIP et al., 2001; GUGLIUCCI; BASTOS, 2009)

Quatro compostos identificados (acido galico, acido clorogénico, acido cafeico e 4,5
DCQ) ja foram descritos anteriormente em llex paraguariensis (BASTOS et al.,
2006; BRAVO et al., 2007; STREIT et al., 2007) e outros compostos identificados
(acido siringico, acido ferdlico e acido p-cumarico), sdo relatadas pela primeira vez
nesta espécie. Segundo Naczck e Shahidi (2006) o acido ferulico e o &acido p-
cumarico sao acidos fendlicos encontrados na parede celular, o que justifica a
presenca destes compostos no pé de mate, biomassa essa caracterizada por uma
grande quantidade de talos de erva-mate. Acido siringico, acido p-cumarico e acido
ferdlico sdo comumente encontrados em residuos agroindustriais (bagaco de cana,
beterraba, cascas de arvores) associada com a lignina através de ligacbes éter e
com hemiceluloses por ligacdes de éster (XING; WHITE, 1997; XU et al., 2005; AL
AMI et al., 2007). Bravo et al. (2007) encontraram pequenas quantidades de acido
guinico esterificado com &cidos ferulico e p-cumarico, compostos possivelmente
decorrentes de talos de erva-mate, pois os autores avaliaram a erva-mate
comercial constituida por folhas e menor percentagem de talos.

Tabela 2 Composicao fendlica de extrato metanodlico e aquoso de pdé de mate®
(mg/100g - base peso seco).

Metanol 80 % Agua destilada

Compostos TR

Média £ DP Média £ DP

(min)

Acid galico 5,5 49,63%+ 0,42 13,16° £+ 0,92
Acid clorogénico 8,6 1180,25% + 18,12 380,45°+ 0,14
Acido p-cumarico 11,1 0,261% = 0,01 0,241 + 0,01
Acido siringico 12,0 1,30° £ 0,07 0,021° + 0,006
Acido caféico (3,4 dihidroxicinamico) 12,6 6,35 £ 0,73 1,59° + 0,03
Acido ferulico 22,6 4,40% = 0,09 0,09° + 0,01
acido 4,5 dicafeoilquinico 39,8 2705,31° + 21,36 440,37° + 5,3

a Residuo do processamento da de erva-mate. ® Tempo de retencdo. Os resultados estdo apresentados
como valores médios + DP de trés repetigbes. Os valores médios na mesma linha seguida por letras
diferentes sdo significativamente diferentes (p < 0,05).

3.3. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos de p6 de mate estd apresentada na Tabela 3.
As propriedades antioxidantes foram avaliadas através da medida da atividade de
sequestro do radical DPPH e do cation radical ABTS por extratos metandlicos e
aquosos. Todos os extratos apresentaram atividade antioxidante significativa contra
os radicais ABTS'* e DPPH'".

No teste DPPH, o radical estavel colorido é reduzido na presenca de um
antioxidante ou um doador de hidrogénio e a redugdo na cor e monitorada através
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do tempo (RAGAEE et al., 2006). A atividade antioxidante total foi diferente
(p<0,05) entre os extratos metandlicos e aquosos determinados pelo método
DPPH, sendo que o extrato metandlico foi o melhor extrator de compostos
antioxidantes (Tabela 3).

Tabela 3 Capacidade antioxidante de extratos metandlicos e aquoso de p6 de
mate® (produto seco).

Capacidade antioxidante Extratos de pé de mate®
TEAC® (uM/q) Metanol 80 % Agua destilada
Capacidade de sequestro do 319,52 + 1,00 300,28° + 0,90

radical DPPH em 30 min
Capacidade de sequestro do 272,37* £ 1,78 240,33 £ 0,83

cation radical ABTS em 7 min

@ Residuo do processamento da erva-mate. ® TEAC: Capacidade antioxidante equivalente em Trolox.
Valores médios + DP de determinagGes em triplicata. Os valores médios, na mesma linha, seguidos por
letras diferentes sdo significativamente diferentes (p<0,05).

O ABTS'* possui uma cor verde azulado relativamente estavel, a qual é medida de
600 a 700 nm. Na presenca de um antioxidante (Trolox) ou antioxidantes
potenciais em extratos materiais, a producdo de cor é suprimida até certa extensao
proporcional a concentracdo de antioxidantes (RAGAEE et al., 2006). A atividade de
sequestro do ABTS® de extratos metandlico e aquoso foi significativamente
diferente (p<0,05), sendo que o extrato metandlico obteve a maior capacidade
para sequestrar o radical ABTS * (Tabela 3).

Ao comparar os resultados do TPC e atividade antioxidante dos extratos
metandlicos e aquoso é possivel observar que o maior conteddo fendlico dos
extratos resultou em um aumento da capacidade antioxidante. Estes resultados
estdo de acordo com outros autores (BIXBY et al., 2005; BRAVO et al., VIEIRA et
al., 2008) que sugerem que os compostos polifendlicos sdo os que mais contribuem
para a capacidade antioxidante da erva-mate. Porém a capacidade antioxidante ndo
depende apenas da presenga de compostos fendlicos, mas também do tipo destes
(BASTOS et al., 2007).

3.4. Metilxantinas do p6 de mate

Teofilina ndo foi encontrada na amostra, enquanto cafeina e teobromina foram
detectadas estando de acordo com estudos anteriores em erva-mate (REGINATTO
et al., 1999; SALDANA et al., 2002). As quantidades de metilxantinas determinadas
para p6 de mate foram de 1,01% m.s. para cafeina e 0,10% m.s. para teobromina.
Estes niveis estdo dentro do intervalo de concentracdo encontrados em folhas de
llex paraguariensis (MAZZAFERA, 1994). Além disso, o conteldo total de
metilxantinas (1,11% m.s.) é semelhante aos encontrados em estudos anteriores
para folhas de I. paraguariensis (1,10-1,85% m.s.) (BALTASSAT et al., 1985).
Neste estudo, o teor de cafeina do pé de mate foi superior ao detectado por Jackes
et al. (2007) em cha de folhas de mate e inferior ao encontrado por Monteiro e
Trugo (2005) em amostras de café. Cabrera, Giménez e Lopez (2003) analisaram o
conteldo de cafeina em 45 amostras, incluindo cha fermentado e ndo fermentado
de diversas areas geograficas; os valores de cafeina variaram de 0,75 a 8,60%.
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As metilxantinas tém mostrado atividades bioldgicas interessantes como, por
exemplo, o estimulo do sistema nervoso central e efeito diurético (BASTOS et al.,
2006).

3.5. Taninos do p6 de mate

Taninos sdao compostos fendlicos, que normalmente estdo vinculados a
macromoléculas, com uma conhecida atividade antioxidante (SOARES, 2002). Eles
também sdo reconhecidos como fatores anti-nutricionais, porque formam
complexos com proteinas, reduzindo a digestibilidade das mesmas (SANTOS;
MELLO, 1999).

O conteldo de tanino (expresso em equivalente de catequina) do p6 de mate (0,29
g/100g) foi inferior aos encontrados em amostras de erva-mate (0,51 - 0,57
g/100g) determinada pelo Donaduzzi et al. (2003).

4. Conclusao

O p6 de mate, um residuo importante, ainda ndo valorizado, mostrou ser uma
interessante fonte de metilxantinas, taninos e compostos fendlicos, com uma
proeminente atividade antioxidante. O consumo de po6 de mate contribui
significativamente para a ingestdao de antioxidantes, fornecendo grandes
guantidades de acido 4,5 DCQ, acido clorogénico, acido galico e tanino, com efeitos
bioldgicos potencialmente benéficos para a salde humana. Portanto, residuos do
processamento da erva-mate poderiam ser utilizados como complemento na dieta
humana e como ingrediente com propriedades funcionais. Futuros estudos sao
necessarios para avaliar com precisdo a presenga e a biodisponibilidade desses
compostos.
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