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RESUMO

Nativa da América do Sul, a llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-
mate (EM), pertence a familia das Aquifoliaceae. Apesar das tentativas de popularizar
a comercializagdo, a principal forma utilizada ainda é a tradicional: o chimarrdo. A EM
possui compostos bioativos, como a cafeina e os compostos fendlicos (CF), que
fazem com que seja um objeto de estudo atrativo para botéanica e farmacologia. Por
promoverem atividade antioxidante no organismo, a ingestdo de CF atua de forma
benéfica na saude, prevenindo doengas metabdlicas e neuroldgicas. Os principais
acidos fendlicos presentes na EM séo os clorogénicos e hidroxicinamicos (p-cumarico
e cafeico). Alguns fatores podem influenciar na concentragéo de compostos bioativos,
como é o caso da granulometria, 0 que pode se dar pelo fato da extracdo de
fitoquimicos ser influenciada pela area de contato disponivel. Apesar de bem descrita
em outras espécies, ainda ndo se sabe como o tamanho da particula afeta a extracéao
de fitoquimicos na EM. Portanto, este trabalho buscou elucidar se a granulometria de
amostras comerciais compostas apenas por folhas verdes de llex paraguariensis afeta
a extragao por infusdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante das amostas.
As granulometrias utilizadas foram: ultra refinada (5 a 12 ym), farinha (até 1 mm), 2
mm e 5 mm. As infusdes foram preparadas imediatamente antes das analises. Para
cada andlise foram feitas trés infuses de cada granulometria, sendo todas em
triplicata. Para a avaliacdo da concentracdo de cafeina, acidos cafeico, clorogénico e
p-cumarico, utilizou-se de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) nas
absorbancias de 280 nm e 325 nm. Para a andlise da atividade antioxidante foram
utilizados os protocolos ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina) -6-acido sulfénico)
e Potencial de Reduc&o do ion Ferro (FRAP). Ja para os Compostos Fendlicos totais
(CFT) foi utilizado o método Folin-Ciocalteau. Os dados foram expressos em média +
desvio padrdo (DP) e submetidos a analise de variancia (ANOVA, p<0,05), seguido
pelo teste de Tukey. Para andlise de correlacao linear foi utilizado o teste de Pearson.
Todas as analises foram feitas utilizando o software STATISTICA v. 10. A
concentracdo de cafeina foi maior nas duas amostras de maior granulometria. Os
acidos cafeico e clorogénico apresentaram uma maior concentracdo na ultra refinada
(UR). O &cido p-cumarico ndo presentou nenhuma diferenga entre as quatro amostras
analisadas. A atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS demonstrou
similaridade, enquanto pelo método FRAP apresentou um aumento na amostra de 2
mm. Os CFT apresentaram correlacdo positiva com FRAP e cafeina (r= 0,72 er =
0,69, respectivamente), sendo que a cafeina e a FRAP também demonstraram
correlacdo positiva entre si (r = 0,53). Os protocolos usados para avaliar a atividade
antioxidante apresentaram limitagdes na tentativa de relacionar os valores com 0s
CFT, sendo que os CFT ndo apresentaram relacdo direta com a granulometria.
Considerando isso, o estudo fornece dados para um delineamento estratégico da
utilizacao de cada granulometria, dependendo do objetivo do produto ou estudo a ser
desenvolvido.

Palavras-chave: Erva-mate. Compostos fendlicos. Compostos bioativos. Atividade

antioxidante. Granulometria.



ABSTRACT

Native from South America, llex paraguariensis, popularly known as yerba mate (YM),
belongs to the Aquifoliaceae family. Despite attempts to popularize it, the main form
consumed is still the traditional one: chimarrdo. YM has bioactive compounds, such as
caffeine and phenolic compounds, which make it an attractive object of study for botany
and pharmacology. As they promote antioxidant activity in the body, the intake of CF
acts in a beneficial way in health, preventing metabolic and neurological diseases. The
main phenolic acids present in YM are chlorogenic and hydroxycinnamic (p-cumaric
and caffeic). Some factors can influence the concentration of bioactive compounds,
such as granulometry, which may be due to the fact that the extraction of
phytochemicals is influenced by the contact area. Despite knowing in other species, it
is not yet known how particle size affects the extraction of phytochemicals in YM.
Therefore, the objective of this study is to elucidate whether the granulometry of
commercial samples composed only of green leaves of llex paraguariensis affects the
extraction by infusion of bioactive compounds and the antioxidant activity of the
samples. The granulometries used were: ultra-refined (5 to 12 um), coarse flour (up to
1 mm), 2 mm and 5 mm. The infusions were prepared immediately before the analyzes.
For each parameter, three infusions of each ganulometry were made, and were
analyzed in triplicate. For the evaluation of the concentration of caffeine, caffeic,
chlorogenic and p-cumaric acids, high performance liquid chromatography (HPLC)
was used at absorbances of 280 nm and 325 nm. For the analysis of antioxidant
activity, were used the protocols ABTS (2,2-azino-bis- (3-ethylbenzothiazoline)-6-
sulfonic acid) and Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP). For the total phenolic
compounds, the Folin-Ciocalteau method was used. Data were expressed as mean *
standard deviation (SD) and subjected to analysis of variance (ANOVA, p <0.05),
followed by the Tukey test. Pearson's test was used for linear correlation analysis. All
analyzes were performed using the software STATISTICA v. 10. The concentration of
caffeine showed to be higher in the two samples of greater ganulometry. Caffeic and
chlorogenic acids showed a higher concentration in ultra-refined (UR). The p-cumaric
acid did not present any difference between the four samples analyzed. The ABTS
method demonstrated similarity, while the FRAP method showed an increase in the
sample of 2 mm. The CFT showed a positive correlation with FRAP and caffeine (r =
0.72 and r = 0.69, respectively). Caffeine and FRAP also showed a positive correlation
(r = 0.53).The protocols used to evaluate the antioxidant activity had limitations in the
attempt to relate the values to the phenolic compounds, and they did not present a
direct relationship with the particle size. The study provides data for a strategic design
of the use of each type of granulometry, depending on the purpose of the product or
study to be developed.

Keywords: Yerba mate. Phenolic compounds. Bioactive compounds. Antioxidant
Activity. Granulometry.
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1 INTRODUCAO

1.1 A ERVA-MATE

O género llex pertence a familia das Aquifoliaceae e abrange cerca de 600
espécies, distribuidas principalmente na América e Europa. Nativa da América do Sul,
doze espécies sdo descritas, dentre elas a llex paraguariensis. A |. paraguariensis,
popularmente conhecida como erva-mate (EM), foi descrita pelo botanico francés
Auguste de Saint-Hilaire (1779-1853), durante uma expedi¢ao ao Brasil que se iniciou
em 1816 e durou 4 anos. A espécie € tradicionalmente conhecida por seu consumo
no chimarréo e tereré (GOTTLIEB; GIBERTI; POGGIO, 2005).

No Brasil, durante a década de 80, a extensdo natural de EM chegou a
abranger cerca de 450.000km?, representando 5% do territorio nacional. Ocorre
principalmente em altitudes altas, de 400 a 800 m acima do nivel do mar, entre 0s
estados do Sul (Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Parana) e Sudeste (Mato Grosso,
Minas Gerais e Sao Paulo). As condi¢cdes ideais de crescimento e produgéo séo climas
umidos e solos acidos (OLIVEIRA; ROTTA, 1985). O Brasil € o maior produtor
mundial, sendo o Rio Grande do Sul o principal Estado produtor, seguido pelo Parana
e Santa Catarina (IBGE, 2019).

Apesar da descricao ter sido feita no século XIX, a utilizacdo desta espécie ja
era feita pelos indios originarios da América do Sul. Um dos exemplos mais antigos
gue se tem registro € feito pelos quichuas, indios da civilizacdo inca que habitavam o
Peru. A origem do termo “mate” possivelmente se deu por conta desse povo, pois
“‘mati” em seu idioma é derivado de cuia/porongo, recipiente em que a infusdo é
consumida. Ja no Paraguai e no sul do Brasil, os responsaveis pela popularizacdo
foram os guaranis. A partir destes povos, e dos beneficios relatados por eles apds o
consumo, o mate se dissipou pelo resto da América do Sul (BOGUSZEWSKI, 2007).

No inicio da colonizacdo europeia na regido, o mate era descrito como “erva
do diabo” pelos jesuitas, que ocuparam a América entre os anos de 1610 e 1768 com
0 intuito da catequizag¢do dos povos originarios. O termo pejorativo era utilizado por
conta da descricdo de efeitos como uma subita energia e um possivel vicio apds a
utilizacao. Apesar da tentativa de proibir o consumo, foram justamente os jesuitas que
aprimoraram as técnicas de plantio e cultivo, uma vez notada a possibilidade de lucro
com a exportagédo (LINHARES, 1969).
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O comércio de EM tornou-se de importancia majoritaria ha economia do Sul
do Brasil até a vinda massiva de imigrantes europeus para a regido. Essa grande
imigracdo implementou mudancas nas formas de agricultura e pecuaria, ocasionando
a reestruturacdo da vegetacdo nativa, e por conta disso, no final do século XIX os
ervateiros comecaram a ser excluidos da rota econémica (GERHARDT; NODARI;
MORETTO, 2017).

Atualmente a EM e seus produtos derivados sdo consumidos mundialmente.
Em paises como Estados Unidos e Alemanha € utilizada como ché (infusdo) e como
fonte de cafeina na producdo de bebidas energéticas. A expansao do consumo
também abrange paises como Espanha, Italia, Franca e Russia (CARDOZO JUNIOR,;
MORAND, 2016). Entretanto, a principal forma utilizada ainda é a tradicional: o
chimarrdo. O chimarrdo é tomado utilizando uma cuia, feita geralmente de porongo,
onde ocorre a infusdo da erva com agua quente. A infusdo € sugada através de uma
bomba, um canudo feito de metal. Outra forma popular de ingestéo € o tereré, que ao
contrario do chimarrédo, tem seu processo de infusdo realizado com agua gelada
(BOGUSZEWSKI, 2007).

Enguanto no século XIX a mistura com diferentes plantas era sinal de uma
qualidade inferior ou de falsificacdo do produto, no comércio atual, € comum 0s
fabricantes incluirem acucar e/ou outras plantas, como é o caso da horteld, a fim de
saborizar e suavizar o amargor da erva. Apesar de hoje essas adicbes serem
permitidas, a caracterizacdo de qualidade dos chas no Brasil exige que a
comercializacdo de EM verde deve ser constituida com no minimo 70% de folhas e
no maximo 30% outras partes do ramo (ANVISA, 1998).

Visando a ampliagdo do comércio, nos ultimos 10 anos as tentativas por parte
da industria de adequar as formas de consumo ao paladar popular vém aumentando.
Atualmente o Brasil exporta principalmente para os Estados Unidos e paises da
Europa e Asia, onde é utilizada como matéria prima para produtos como ché gelado,
cervejas, refrigerantes e industria farmacéutica e de cosméticos (CROGE; CUQUEL,;
PINTRO, 2020).

Morfologicamente, a |. paraguariensis possui entre 4 e 8 m de altura,
dependendo das condi¢cbes ambientais presentes durante o crescimento. E uma
angiosperma, portanto vascular, diploide, com presenca de sementes, flores e frutos.
As flores da EM surgem em outubro e frutificam entre janeiro e abril (RAVEN; EVERT;

EICHHORN, 2007). Suas sementes sdo tetrameras e possuem dorméncia, que ocorre
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devido ao tegumento resistente ou a imaturidade do embrido. Essa dorméncia pode
ser quebrada a partir de sinais ambientais, como o frio, ou através da passagem pelo
sistema digestivo de algumas aves (ZANON, 1988).

Além da quebra de dorméncia auxiliada pelo trato gastrointestinal de algumas
aves, é documentado que cerca de 100 espécies animais interagem com a EM. Muitos
desses animais também contribuem na dispersdo de suas sementes, sendo que 85%
destas espécies a utilizam como fonte de nutriente (IEDE, 1968). Ja a interagdo com
espécies vegetais foram observadas com Araucaria angustifolia (Bertol., O. Kuntze),
Canela-lageana (Ocotea pulchella, Mart.) e Imbuia sp. (Ocotea porosa, Nees) (IBGE,
1991). Por ser uma fonte de energia primaria, € responsavel conjuntamente com
outras espécies vegetais pela manutencao da cadeia trofica local.

Possui algumas estratégias de defesa a predacdo, como a presenca de
saponinas e metilxantinas, especialmente a cafeina, que € toxica para alguns insetos
e confere sabor amargo ao vegetal, tornando-o menos palatavel (COELHO, 2002). A
alta quantidade destes e de outros compostos bioativos presentes na EM também
desperta interesse da industria para o desenvolvimento de alimentos funcionais, como
gelatinas, bebidas gaseificadas, chocolates e barras de cereais (BERTE et al., 2011;
CHIESA et al., 2012; MELLO et al., 2009; ZANCHETT et al., 2016). Também torna-se
um atrativo objeto de estudo para areas de pesquisa como botanica e farmacologia
(GREIZERSTEIN et al., 2004).

1.2 PROPRIEDADES BIOATIVAS E EFEITOS NA SAUDE

Dentre os constituintes da EM encontram-se diversos nutrientes, minerais (P,
Fe, MG) e vitaminas (complexos A, B, C e E), bem como diversos compostos
bioativos, como os compostos fendlicos (CF), metilxantinas e saponinas (BRACESCO
et al., 2011; CARDOZO JUNIOR; MORAND, 2016; ZAPATA et al., 2020).

Os compostos fendlicos (CF) séo os principais compostos bioativos presentes
na EM. S&o metabdlitos secundarios que possuem em sua estrutura quimica um anel
benzeno com um ou mais grupos hidroxila associados. Possuem atividade
antioxidante no organismo, ou seja, diminuem o0 estresse oxidativo celular
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). O estresse oxidativo é causado pelo
desequilibrio na quantidade de radicais livres, que sdo aumentados por fatores

externos, como alimentacdo e exposicdo excessiva a raios UV (FARAH;
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DONANGELO, 2006). Apesar de em pequenas quantidades os radicais livres
possuirem funcdes fisiologicas importantes, como protecdo -cardiovascular e
estimulacdo imunoldgica, em excesso sdo responsaveis por danos no DNA,
envelhecimento, alteragcdes no crescimento celular e aparecimento de doencas
cronicas (BIRBEN et al., 2012).

Compostos que possuem capacidade antioxidante conseguem inibir 0s
radicais livres excedentes, seja doando um elétron para a molécula que esta instavel
ou a partir do sequestro de ions. Por conta desta propriedade, vegetais com
capacidade antioxidante sédo considerados protetores contra doencas cronicas,
neurodegenerativas e metabdlicas (BIANCHI; ANTUNES, 1999; SOARES, 2002,
FARAH; DONANGELO, 2006).

Estudos apontam a associacdo entre a prevencado e melhoria de diversas
doencas. Um dos exemplos sdo as de doencas secundarias causadas pela
obesidade, que em sua maioria, ocorrem devido a inflamacéo crbnica, podendo gerar
danos cardiovasculares, como aterosclerose, e metabdlicos, como diabetes
(SERGENT et al., 2012). A capacidade de prevencédo de doencas cardiovasculares
promovida pela EM ocorre de forma superior guando comparada com outros alimentos
antioxidantes, como € o caso do cha verde (BALSAN et al., 2019).

Além disso, a EM demonstra regular o perfil lipidico e glicémico. Aracari (2011)
buscou avaliar os efeitos da EM em marcadores pré-inflamatérios de camundongos
expostos a dieta hipercal6rica. Os animais tiveram perda de peso, melhora na taxa
glicémica e houve uma regulacédo na expressao génica (ARCARI et al., 2011, 2013).
Estes resultados também foram observados em ratos wistars sob as mesmas
condigbes experimentais (BORGES et al.,, 2013). Somado a isso, através da
competicdo do sitio ativo, alguns CF podem inibir o co transportador de glicose no
intestino (GLUT1), o que justifica a capacidade da melhoria da glicemia (OLIVEIRA et
al., 2008). Resultados semelhantes foram obtidos em estudos com individuos obesos
(KIM et al., 2015) Além disso, Boaventura (2012) demonstrou que os beneficios
gerados pela ingestdo a longo prazo ocorrem mesmo sem outras intervencdes
dietéticas.

Durante o exercicio fisico, a EM é capaz de aumentar a utilizacdo de gorduras
tanto em pessoas sedentarias quanto em individuos que praticam exercicio fisico
regular. Ocorre a melhoria na performance em testes de curta duragdo (30 min), bem

como aumento sérico de adrenalina e cafeina (ARETA et al., 2018). Também foi
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demonstrado que mulheres saudaveis que ingeriram 2g de EM encapsuladas
obtiveram uma maior metabolizacédo de acidos graxos e um aumento nos parametros
de foco, energia e concentragdo (ALKHATIB; ATCHESON, 2017).

Outros efeitos protetores sdo observados, como neuroldgicos, podendo atuar
na prevencao de sintomas e na progressao de doencas como Alzheimer e Parkinson.
Evidéncias recentes demonstram reducao na taxa de cancer de mama e reducao na
perda de massa 6ssea em mulheres em periodo de menopausa (RIACHI; DE MARIA,
2017). Sabe-se também que a atividade antioxidante é capaz de auxiliar na inibicao
do estresse oxidativo hepatico e portanto reduz danos no figado, tendo assim efeito
hepatoprotetor (BRANCO et al., 2013).

Sendo assim, o consumo de CF atua de forma benéfica para a saude, tanto
no metabolismo, bem como na protecéo dos sistemas cardiovascular, gastrointestinal
e neurologico (SATO et al., 2011; SERGENT et al., 2012; ALKHATIB, 2014; ARETA
et al., 2018; BALSAN et al., 2019).

Para os vegetais, os CF possuem funcdes relacionadas com a reproducao,
crescimento, pigmentagdo e homeostasia, inibindo algumas condi¢cdes de estresse
ambiental e produzindo lignina na resposta primaria a infeccées (NICHOLSON,;
HAMMERSCHMIDT, 1992; VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Possuem também a
capacidade de retardar a oxidacéo, influenciando no valor nutricional e sensorial (cor,
textura e amargor). Tais caracteristicas tornam os alimentos com capacidade
antioxidante extremamente interessantes de serem utilizados como aditivos em
alimentos e bebidas industrializadas (HONORATO; BATISTA; NASCIMENTO, 2013).

A classificacdo dos CF pode ser feita de diversas formas, sendo as principais
a quantidade de carbonos presentes na cadeia e a presenca na natureza (comuns,
muito comuns ou pouco comuns) (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

Dentre os acidos fendlicos presentes na EM estdo os clorogénicos (CQA), o
galico (3,4,5-trihidroxibenzadico) e os dicafeoilquinicos (diCQA). Cada um possui pelo
menos trés isbmeros, no caso dos clorogénicos sdo os 3-, 4-, e 5- CQA e no dos
dicafeoilquinicos 3,4-, 3,5- e 4,5- diCQA (FARAH; DONANGELO, 2006; VERMERRIS;
NICHOLSON, 2006).

Das fontes de CQA encontradas no reino vegetal, a |. paraguariensis € a com
maior concentragdo ja descrita. Dentre os beneficios desta substancia, esta a

diminuicdo das espécies reativas de oxigénio e a regeneracao celular, prevenindo o
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dano e estabilizando os niveis de outras moléculas antioxidantes, como a glutationa
(BAEZA et al., 2014).

Dentre os acidos hidroxicindmicos presentes na EM, encontra-se o p-
cumarico (3- 4- e 5-pCoQA) e o cafeico (3,4- dihidroxicinamico) (FARAH;
DONANGELO, 2006; HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005). O acido p-cumarico possui
funcado antibacteriana, a partir de mecanismos de rompimento da membrana celular e
inducéo da apoptose (LOU et al., 2012). J& o &cido cafeico demonstra ter relagdo com
a oxidacdo de lipoproteina de baixa densidade (LDL), sendo assim um antioxidante
efetivo para esta funcdo (NARDINI et al., 1995).

Ha algumas discordancias quando comparada a efetividade da atividade
antioxidante entre o acido cafeico e o clorogénico. Ambos demonstram auxiliar na
recuperacdo de doencas intestinais, entretanto o efeito antioxidante do clorogénico é
significativamente menor (SATO et al.,, 2011). Além disso, quando analisada a
absorcdo de ambos no intestino, o cafeico demonstra ser absorvido com maior
facilidade (CHEN; HO, 1997; OLTHOF; HOLLMAN; KATAN, 2001). Em contrapartida,
Cho (2010) demonstrou que o CQA é mais eficiente contra a oxidacao lipidica em
ratos expostos a dieta hipercaldrica.

Aliado a isso, a EM possui diversos alcaloides, principalmente cafeina.
Conhecida por ser um poderoso estimulante do sistema nervoso central, a cafeina se
encontra na EM verde em contracdes médias entre 1,74 a 3,01% (GERHARDT,;
NODARI; MORETTO, 2013). Possui diversos beneficios a satude, como melhoria da
funcdo renal, perda de peso, e em doencas neurolégicas, como o Alzheimer (DE
MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014). Além disso, possui associacdo com a atividade
antioxidante descrita anteriormente (FILIP et al., 2000). A concentracdo reduzida de
cafeina presente na EM, quando comparada a outras espécies, como o café, se torna
uma alternativa interessante, uma vez que apesar dos diversos beneficios, o consumo
excessivo a longo prazo pode gerar danos a saude, como perda da massa 6ssea,
dores de cabeca, ansiedade e aumento da pressao arterial (DE MEJIA; RAMIREZ-
MARES, 2014). Ademais, a presenca de cafeina se torna de extremo interesse
comercial, podendo ser utilizada em diversas bebidas energéticas industrializadas ou
em suplementacdes alimentares (GERHARDT, 2012).

O consumo de plantas nativas vem aumentando ao longo dos ultimos anos
devido a movimentos que buscam formas naturais de alimentac&o para beneficio da

saude. Entretanto para a seguranca alimentar e para 0 uso correto de suas
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propriedades € necessario que as espécies sejam conhecidas em sua totalidade e de
maneira multidisciplinar, como morfologia, potencial téxico, propriedades bioativas e
farmacoldgicas (ARGENTA et al., 2011). A literatura acerca dos compostos presentes
na EM e suas formas de utilizacdo ainda é reduzida, apesar de ja ser demonstrado os
diversos efeitos positivos de sua ingestdo (VIEIRA et al., 2009).

Veiga (2005) questiona a seguranca e efetividade da utilizacdo de plantas
nativas no Brasil com o proposito da melhoria da saude. Afirma que no pais, a maioria
da utilizacdo de espécies vegetais e de seus principios ativos nao possui
comprovacao cientifica dos efeitos. Alerta ainda que a forma de preparo e cultivo
influencia na presenca de efeitos adversos, como a influéncia que agrotoxicos
organofosforados utilizados no solo cultivado podem causar no metabolismo e sistema
nervoso, ou seja, 0 oposto do desejado quando consumido.

A determinacao destes compostos exige uma sequéncia de passos, iniciando
pelo preparo da matriz, que geralmente é feito em solventes organicos, como agua,
metanol ou uma mistura dos dois. A sequéncia da andlise exige a extracdo dos
compostos e técnicas de quantificacdo, sendo as principais espectrofotométricas o
método Folin-Ciocalteau e cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
(KHODDAMI; WILKES; ROBERTS, 2013).

Alguns fatores podem influenciar na determinacdo da concentracdo de
compostos bioativos, como a determinagao do solvente utilizado no preparo, a origem
da matéria prima, as etapas de processamento e o tamanho da particula. Apesar
disso, preparacdes de extratos utilizando EM comercial e a espécime vegetal ndo
demonstraram diferenca na atividade antioxidante, indicando que nédo h& perda desta
propriedade na industrializacdo da matéria prima. Isso demonstra que a atividade
antioxidante permanece mesmo apés as etapas de processamento (FILIP et al.,
2000).

Em relacdo a extracdo em diferentes solventes, observa-se uma maior
eficiéncia em solventes hidroalcoolicos, pois 0s solventes aquosos possuem
capacidade de extrair os compostos mais polares e os etané’licos os mais apolares
(VIEIRA et al., 2009).

Quando comparados 0s extratos entre ervas verdes e torradas, mesmo em
diferentes solventes, como é o caso do diclorometano, acetato de etila e n-butanol,
nao € observada diferenca na concentracdo de compostos bioativos. Os trés solventes

demonstram o aumento da tolerancia a glicose in vivo, bem como estocagem do



19

glicogénio hepatico e aumento na secrec¢do de insulina, o0 que corrobora com os
estudos anteriores e novamente indica o beneficio do consumo para portadores de
diabetes (PEREIRA et al., 2012).

Apesar de os estudos fitoquimicos estarem aumentando (ZANCHETT et al.,
2016; RIACHI; DE MARIA, 2017; RIACHI, 2018; ZAPATA et al., 2020), h4 uma
incongruéncia no banco de dados que apresenta as composicfes do género llex
presente na América do Sul (GOTTLIEB; GIBERTI; POGGIO, 2005). Essa escassez
na literatura impede a determinacdo de um padrdo de qualidade nacional e a
compreensao total dos efeitos positivos e negativos da ingestdo da bebida
(MATSUMOTO, 2008).

Nessa perspectiva, 0 estudo basico de compostos bioativos e compreensao
multidisciplinar da EM se torna essencial para o adequado consumo e padrdo de
qualidade do uso de plantas em detrimento da melhoria da saude, bem como para o

desenvolvimento de novos produtos (ARGENTA et al., 2011).

1.3 EFEITO DO PROCESSAMENTO NO TEOR DOS COMPOSTOS BIOATIVOS

O crescimento de espécies vegetais pode ser afetado por diversas condi¢cdes
ambientais, como exposicdo solar, nutrientes disponiveis no solo, sazonalidade,
temperatura e formas de plantio. Essas condi¢bes influenciam diretamente nas
adaptacdes fisiolégicas da planta ao ambiente, e consequentemente na concentracao
de seus compostos bioativos (RIACHI; DE MARIA, 2017). Levando em consideracao
gue o objetivo de processos de extracdo, e sua maioria, buscam aumentar a
qguantidade e qualidade de compostos bioativos presentes, diversos estudos buscam
compreender como estes fatores e técnicas influenciam na extracéo de fitoquimicos
(SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERI, 2007; TSIBRANSKA; TYLKOWSKI, 2016).

Além das condi¢cdes de plantio, o processamento industrial pode afetar a
concentracdo dos compostos presentes na EM, como teor de gorduras, proteinas,
glicose e cafeina. Dentre os fatores que mais influenciam esta a temperatura, o tempo
de infusdo, o tipo de solvente e a granulometria das particulas, ou seja, a
granulometria do produto final (RAJHA et al., 2014; RIACHI; DE MARIA, 2017).

Até a comercializacdo da matéria seca, a EM passa por diversos processos,
sendo um deles a trituracdo. Durante essa etapa, os talos com maior granulometria

nao sao adicionados ao produto, que passa por um novo processo de trituracao,
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diminuindo assim a granulometria final (VIEIRA et al., 2009). A reducao do tamanho
dos granulos pode promover uma diferenca na extracdo de compostos bioativos e
demais nutrientes, o que pode se dar pelo fato da extracdo de fitoquimicos ser
influenciada pela area de contato disponivel, sendo que quanto menor o tamanho da
particula, maior a superficie de contato do granulo com o solvente (MAKANJUOLA,
2017).

Estudos in vitro demonstram que a relacdo entre tamanho da particula e a
disponibilidade de alguns CF, como exemplo o acido p-cumérico, € inversamente
proporcional (HEMERY et al., 2010). Ja estudos com trigo demonstram que a
atividade antioxidante e os CFT presentes no farelo de trigo e no trigo ndo moido
(grosso) diferem, mesmo quando utilizado o0 mesmo método de extracdo, sendo que
0 com a granulometria mais apresentou atividade antioxidante maior do que o
triturado. Em contrapartida, o farelo de trigo obteve uma maior quantidade de CFT
(BREWER et al., 2014).

Corroborando com estes dados, estudos com uva também demonstram que
quanto menor a particula, maior a capacidade de extracdo de CF, por conta do
aumento da superficie de contato do solvente com os grdos (RAJHA et al., 2014). Os
mesmos resultados foram observados na extracao de polifendis em propolis, quando
testadas catorze diferentes granulometrias, entre 0.5 mm 70 mm (TSIBRANSKA,;
TYLKOWSKI, 2016). Estudos com trés diferentes granulometrias de Cha da india
(Camellia sinensis) e Gengibre (Zingiber officinale) também demonstraram que a
atividade antioxidante e a capacidade de extracdo de compostos bioativos é
inversamente proporcional ao tamanho da particula (MAKANJUOLA, 2017).

Apesar disso, a literatura sobre a influéncia do tamanho da particula na
biodisponibilidade de compostos ativos e atividade antioxidante na EM € escassa,
portanto, este trabalho pretende elucidar esta questdo. Considerando o alto consumo
de EM pela regido sul da América, bem como os beneficios da EM para a saude
humana e suas possiveis utilizagdes no mercado alimenticio, torna-se de extrema
importancia a caracterizacdo da matéria prima, tanto para fins dietéticos e de

suplementacéo, quanto para controle de qualidade.
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1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Determinar se a granulometria de amostras comerciais de llex paraguariensis
afeta a extracdo por infusdo de compostos bioativos e a atividade antioxidante total,
avaliando as granulometrias: ultra refinada (5 a 12 um), farinha (até 1mm), 2 mme 5

mm.

1.4.2 Objetivos Especificos

a) Mensurar o teor de compostos fendlicos totais das amostras;

b) Quantificar o teor de compostos fendlicos isolados das amostras a partir de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

c) Determinar o teor de cafeina das amostras a partir de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC);

d) Avaliar a atividade antioxidante das amostras a partir do potencial de
reducéo do ion ferro (FRAP) e do radical 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico (ABTS);

e) Comparar a quantidade de compostos bioativos e a atividade antioxidante

das amostras.
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2 METODOLOGIA

2.1 AMOSTRAS E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

As amostras de llex paraguariensis foram fornecidas pela empresa Mate tea
from Brasil (Cascavel/PR) e ndo contém conservantes ou aditivos quimicos em sua
composi¢cdo. Foram analisados os quatro tipos de produto comercializados da linha
k&°’gdi, que € composta apenas por folhas verdes e se diferenciam somente na
granulometria. A Tabela 1 apresenta os tipos de EM analisados e a sugestdo do modo

de consumo, segundo instrucdes disponibilizadas pelo fabricante.

Tabela 1 - Granulometria da EM e sugestdo de consumo, segundo o fabricante.

Granulometria Forma de Consumo
Ultra Refinada Infus&o, sucos e preparo de alimentos
Farinha Preparos industriais
2mm Infusé@o
5mm Infusé@o

A EM foi infusionada em agua deionizada a 90° por 10 minutos (MUARAKAMI,
2011), sendo as concentracdes dos protocolos de compostos fendlicos totais e HPLC
1mg/mL e a concentracdo do potencial de reducao do ion ferro e ABTS 20mg/mL. As
infusBes foram preparadas imediatamente antes das andlises (Figura 1). Para cada
parametro testado foram feitas trés infusbes de cada granulometria, sendo todas
analisadas em triplicata. Desta maneira, cada amostra teve um total de 9 andlises por
parametro. A Figura 1 ilustra o delineamento experimental realizado no presente
trabalho. A concentracdo das infusbes seguiu a especificidade de cada protocolo,

como descrito a seguir.
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Figura 1 - Infografico demonstrando a metodologia do trabalho.

Preparo da infusao

HPLC CFTeAO
(ABTS e FRAP)

< —>

FILTRAGENS
CFT

¢ FRAP ABTS

INJECOESEM (R oM |
TRIPLICATANO - e EXTRACAO DE

HPLC =

B > NN

AO

280 nm 325nm i

LEITURA DAS
PLACAS

AO (atividade antioxidante). HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). CFT (compostos fendlicos
totais). FRAP (potencial de reducdo do ion ferro). ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido
sulfénico). Fonte: Elaborado pela autora (2020).

2.2 COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS (CFT)

As amostras foram filtradas e analisadas seguindo o protocolo Folin-
Ciocalteau (SERAFINI; MAIANI; FERRO-LUZZI, 1998). Para a primeira extracao
adicionou-se HCI 1M nas amostras, para ocorrer a hidrélise dos polifenois. Apés a
incubacédo a 37 °C por 30 minutos, foi adicionado NaOH 2M. O preparo foi novamente
incubado, seguindo as mesmas condi¢cdes de tempo e temperatura. Para a remocao
das proteinas, adicionou-se &acido tricloroacético 20% (TCA). O preparo foi
centrifugado a 1600 g por 10 min. O sobrenadante foi retirado e guardado a -4°C.

A segunda extracgao foi feita utilizando acetona 50%. O tubo foi centrifugado

em 2800 g por 10 min. O sobrenadante da segunda extragdo foi unido com o da
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primeira para entdo se obter a concentracédo de polifendis totais. Para curva padrao
utilizou-se acido galico 200 pg/mL.

Aliquotas de 300 pl do sobrenadante total foram retiradas e colocadas em um
tubo contendo agua deionizada e etanol 95%. Foi entdo adicionado 80 ul do corante
Folin-Ciocalteau 50%. Passados os 5 minutos de incubacéo, foi adicionado carbonato
de sbdio 5%. Apds 1 hora de repouso, as amostras foram medidas em triplicata com

uma absorbéancia de 765 nm.

2.3 DETECCAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

A amostra foi filtrada e entéo retirada uma aliquota de 1 mL para centrifugacéo
por 10 min a 1 g, no intuito de retirar possiveis particulas que nao foram removidas
durante a primeira filtragem. As amostras foram novamente filtradas, utilizando uma
membrana de 0,45 pm.

Aliquotas de 20 pl foram injetadas no cromatédgrafo liquido, equipado com a
coluna de fase reversa (Sulpeco C18, 4,6 mm x 250 mm, 5 uym) e pré-coluna
(Phenomenex C18, 4 mm x 2 mm, 5um) conectada ao degaseificador DGU 20A5 com
integrador CBM 20A e detector UV-Visivel DAD SPD-M20A (Shimadzu, Kyoto, Japéo).

O equipamento operou em 325 nm para a deteccao de acidos clorogénicos e
hidroxicinamicos e em 280 nm para cafeina, acido cafeico, galico e p-cuméarico. O
fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min em um gradiente linear. A fase moével foi composta de
80% de solucao de &cido citrico 10 mM (pH = 2,5), acidificada com &cido cloridrico 6N
e 20% de metanol (fases A e B).

A identificacdo dos compostos foi feita por meio de comparacdo com 0s
tempos de retencdo de seus respectivos padrées. Para a andlise quantitativa foram
utilizadas as curvas de calibracdo de cada padrdo. A concentracdo final foi
determinada pela média de trés injecdes consecutivas (FARAH; DONANGELO, 2006).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE
A atividade antioxidante foi determinada a partir de dois métodos

espectrofotomeétricos: FRAP (potencial de reducdo do ion ferro) e ABTS (2,2-azino-

bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico).
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A diferenca entre as duas técnicas € o pH, sendo &cido e neutro,
respectivamente. A escolha da utilizacdo de duas metodologias para 0 mesmo
parametro ocorreu a partir do reconhecimento da limitagdo dos protocolos, uma vez
que a atividade antioxidante pode ser influenciada pelos reagentes de trabalho.
Estudos prévios sugerem que seja utilizada mais de uma técnica para a quantificacao
e comparacédo, testando assim diferentes condicdes de oxidacdo das amostras
(HUANG; BOXIN; PRIOR, 2005).

2.4.1 Potencial de Reduc&o do ion Ferro (FRAP)

A preparacao dos extratos utilizados para a FRAP (Potencial de Reducgéo do
fon Ferro, do inglés Ferric Reducing Antioxidant Power) foi feita seguindo o protocolo
de Benzie e Strain (1996) com modificac6es de Arnous (2002). O padréo utilizado para
a curva de calibracéo foi o Trolox 8 mM (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-
carboxilico) (BENZIE; STRAIN; 1996).

Aliquotas de 100 pl foram adicionadas a 100 pl de cloreto férrico 3mM e
incubadas em banho maria a 37° por 30 minutos. Foi entdo adicionado 1,8 mL do
reagente de trabalho TPTZ (2,4,6-tri(2-pyridil)-s-triazina) 1 mmol/L. Ap6s 10 minutos

a absorbancia foi medida em triplicata a 620 nm.

2.4.2 ABTS

A preparacao da infusdo, bem como o restante da técnica foi feita seguindo o
protocolo de Pelegrini et al. (2001). A curva padrédo foi delineada com Trolox 8 mM
(acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxilico) e o reagente de trabalho
utilizado foi o ABTS (2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico). A leitura
das amostras (5 pl) foi realizada em tampao acetato (200 pl), em triplicata a uma

absorbéancia de 750 nm.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises foram feitas em triplicata e os dados expressos em média
+ desvio padrédo (DP). Os dados foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
seguido pelo teste de Tukey. Para verificar a relacéo entre a atividade antioxidante e
o teor de compostos bioativos foi feita a correlacdo linear utilizando o teste de
correlagdo de Pearson. Os resultados foram considerados com diferenga estatistica
quando p<0,05. Todas as andlises foram feitas utilizando o software STATISTICA v.
10 (StatSoft Inc., Tulsa-OK, EUA).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1COMPOSTOS BIOATIVOS

A concentracdo dos compostos fendlicos totais e de quatro compostos
bioativos analisados (cafeina, acido cafeico, acido clorogénico e acido p-cumarico)

sao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Concentracdo (ug/mL) dos compostos bioativos presentes nas quatro diferentes
granulometrias de EM.

Granulometria CFT Ac. Cafeico  Ac. clorogénico  Ac. p-cumarico Cafeina
Ultrarefinada 94,79 +8,602 593+0,18% 15,47 £0,182 8,02 + 0,482 8,23 £0,172
Farinha 59,87 +6,39° 424+0,17° 11,18+0,16° 7,12 + 1,302 2,19 +0,15°
2 mm 140,21 + 12,25° 4,07 +0,05° 10,56 + 0,35" 8,41 + 0,072 10,97 + 0,03¢
5mm 79,16 +11,89  350+0,07° 9,65+ 0,38° 7,04 + 0,022 10,28 + 11,8°

Os dados estédo expressos em média + DP (n=3). CFT, compostos fendlicos totais. Letras minUsculas
diferentes indicam diferenca significativa entre as amostras de diferentes granulometrias (p<0,05).

Os CFT sao os principais compostos presentes na EM e influenciam na
atividade antioxidante da planta (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006). Estudos prévios
demonstram que a relacdo entre a presenca de CFT e a atividade antioxidante é
direta, sendo quanto maior a presenca de CFT, maior a atividade antioxidante
(BRAVO; GOYA; LECUMBERRI, 2007). Em relacdo a extracdo de CF e
granulometria, ja foi demonstrado em trigo, uva, prépolis, cha da india e gengibre que
a reducdo do tamanho da particula aumenta a capacidade de extracdo de CF pelo
solvente (BREWER et al., 2014; RAJHA et al., 2014; TSIBRANSKA; TYLKOWSKI,
2016; MAKANJUOLA, 2017). Entretanto, nosso estudo demonstrou uma n&o
proporcionalidade entre o tamanho da particula e a concentracédo de CF, pois apesar
de as amostras terem apresentado diferenca significativa entre si, a EM que
apresentou o maior teor de fenolicos foi a de 2 mm.

O acido cafeico (280 nm) e o clorogénico (325 nm) demonstraram ter uma
diferenca significativa entre a ultra refinada e as outras trés amostras, sendo a que

apresentou a maior concentragdo e a 5 mm a menor. Dessa forma, ambos &cidos
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apresentaram uma relacdo inversamente proporcional entre granulometria e
concentracdo, sendo quanto menor a granulometria, maior a quantidade presente na
amostra, corroborando com nossa hipotese inicial.

Apesar de ambos apresentarem a mesma tendéncia em relacdo a
granulometria, observou-se uma maior concentracéo de acido clorogénico do que de
acido cafeico nos quatro tipos de amostra. Vale ressaltar que a compreensdo da
biodisponibilidade no organismo do &cido cafeico e clorogénico ainda € limitada e
controversa. O acido cafeico demonstra ter um efeito antioxidante maior e ser
absorvido com maior facilidade no organismo (CHEN; HO, 1997; OLTHOF;
HOLLMAN; KATAN, 2001; SATO et al 2011). Entretanto, quando avaliados outros
parametros, como a capacidade de retardar a oxidacéo lipidica, o &cido clorogénico
aparenta ser mais efetivo (CHO et al., 2010). Portanto, para elucidar os efeitos desta
diferenca de concentracdo no organismo € necessaria a realizacdo de estudos pré-
clinicos e clinicos.

De acordo com Hemery (2010), a relacdo entre granulometria e acido p-
cumarico (280 nm) também aparenta ser inversamente proporcional, entretanto as
analises demonstraram similaridade do composto entre as quatro amostras.

A concentracao de cafeina (280 nm) foi significativamente menor na farinha e
maior nas granulometrias de 2 mm e 5 mm, quando comparadas com a ultra refinada.
Considerando isso, as amostras mais indicadas para utilizac&o industrial em bebidas
com finalidades energéticas seriam as duas com maior granulometria, € a menos
indicada seria a farinha. Vale ressaltar que além das condicfes do solo durante o
plantio e sazonalidade, a idade da folha também pode influenciar na concentracéo de
cafeina, sendo que quanto mais velha, menor a quantidade encontrada (VALDUGA et
al., 1997).

3.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE E A RELACAO COM OS COMPOSTOS
BIOATIVOS

A atividade antioxidante das amostras esta apresentada na Tabela 3. A
atividade antioxidante foi analisada através de dois protocolos espectrofotométricos:
FRAP e ABTS. No protocolo FRAP observa-se a capacidade de Reducéo do ion Ferro
(Fe3+), enquanto o ABTS € medido através da captura de ions. Apesar de ambos

métodos demonstrarem a atividade antioxidante, ensaios anteriores apontam
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diferencas significativas nos resultados quando expostos a diferentes reagentes de
trabalho, portanto optou-se pela utilizacdo dos dois protocolos para a andlise deste
parametro (WOJDYLO; OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007).

O protocolo utilizado com a metodologia do ABTS ndo demonstrou nenhuma
diferenca significativa na atividade antioxidante entre as amostras. Ja o protocolo

FRAP apresentou um significativo aumento na amostra de 2 mm.

Tabela 3 - Concentracdo (ug/mL) da atividade antioxidante pelas metodologias ABTS e FRAP
presentes nas quatro diferentes granulometrias de EM.

Granulometria ABTS FRAP
Ultra refinada 2.739,11 + 21,822 765,00 + 43,922
Farinha 2.721,33 + 32,182 775,64 + 33,282
2mm 2.726,88 + 31,772 1031,66 * 81,64°
S mm 2.723,556 + 72,122 851,57 + 86,992

ABTS, 2,2-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-acido sulfénico. FRAP, potencial de reducéo do ion ferro.
Os dados estdo expressos em média + DP (n=3). Letras minusculas diferentes indicam diferenca
significativa (p<0,05).

Estudos demonstram que a atividade antioxidante ocorre por conta de
diversos fatores, como a presenca dos compostos fendlicos (BRAVO; GOYA;
LECUMBERRI, 2007), tendo como principal exemplo a relacdo diretamente
proporcional da concentracdo de &cidos clorogénicos e cafeicos com a atividade
antioxidante (ANESINI et al., 2012). Quando analisada a correlagéo linear (Figura 2),
os CFT apresentaram correlacdo positiva com FRAP e cafeina (r = 0,72 e r = 0,69,
respectivamente). A cafeina e a FRAP também demonstraram correlagdo positiva
entre si (r = 0,53).

Ja foi demonstrada a correlacdo entre a atividade antioxidante e compostos
fendlicos (BOAVENTURA, 2015). Entretanto Kéhkdnen (1999) analisou a relacéo
entre os CFT e a atividade antioxidante de 92 espécies vegetais e em nenhuma
observou-se proporcionalidade entre as concentracbes, demonstrando que nao
necessariamente ha uma relacdo direta entre os dois parametros. No estudo de
Brewer (2014) com trigo moido e farelo de trigo também n&o houve correlacdo na
quantificacdo de atividade antioxidante e CFT.

Além da intervencdo dos reagentes de trabalho das metodologias utilizadas
para analisar a atividade antioxidante (WOJDYtO; OSZMIANSKI; CZEMERYS, 2007),
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o tipo de composto fendlico presente na amostra também pode apresentar alteracdes
no método Folin-Ciocalteau (KAHKONEN et al., 1999). Considerando isso, o
embasamento encontrado na literatura torna-se controverso. Apesar de na teoria
ambos parametros estarem relacionados, nosso trabalho corrobora com a perspectiva
de que ndo se pode predizer a atividade antioxidante a partir da concentracédo de CFT
e com o trabalho de Huang, Boxing e Prior (2005), que propde a necessidade de mais

de uma metodologia para a analise da atividade antioxidante.



Figura 2— Correlacdes entre as variagBes das concentracdes da FRAP, CFT e cafeina.
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4 CONCLUSAO

A EM possui diversos compostos bioativos responsaveis pela atividade
antioxidante, dentre eles a cafeina e os compostos fenodlicos. Estudos prévios
demonstraram que um dos fatores que influencia na qualidade e quantidade da
extracdo de compostos € a granulometria, ou seja, o tamanho da particula. No
presente trabalho buscamos avaliar a concentracdo de compostos bioativos em quatro
diferentes granulometrias de EM verde: ultra refinada, farinha (até 1mm), 2 mm e 5
mm. Os quatro compostos selecionados para analise foram: cafeina, acido cafeico,
acido clorogénico e acido p-cumarico. Além disso, também avaliamos a atividade
antioxidante através de duas metodologias (FRAP e ABTS), com o objetivo de
correlaciona-la com a concentracdo de Compostos Fendlicos Totais (CFT).

A concentragéo de cafeina foi maior nas duas amostras de maior granulometria
(2 mm e 5 mm), sendo as mais indicadas para possiveis formulacdes de bebidas
energéticas. Em contrapartida, os acidos cafeico e clorogénico apresentaram uma
maior concentracdo na menor granulometria (UR). O &cido p-cumarico nao
apresentou nenhuma diferencga significativa entre as quatro amostras analisadas.

Em relacdo a atividade antioxidante, a metodologia ABTS demonstrou
similaridade entre as quatro amostras, enquanto a FRAP apresentou um aumento na
amostra de 2 mm. Os protocolos usados para avaliar a atividade antioxidante
apresentaram limitacdes na tentativa de relacionar os valores com os CFT, sendo que
os CFT nao demonstraram apresentar relagao direta com a granulometria. Apesar de
a atividade antioxidante ter se demonstrado controversa, a presenca dos acidos
cafeico e clorogénico ja € bem descrita na literatura como indicador de atividade
antioxidante, sendo assim, como matéria prima para alimentos funcionais e para
estudos farmacéuticos, sugere-se a utilizagéo da UR.

Considerando isso, o estudo fornece dados para um delineamento estratégico
da utilizagdo de cada tipo de granulometria dependendo do objetivo do produto ou

estudo a ser desenvolvido.
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