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RESUMO

SERAFIM, Rodolfo A. Quantificacdo de compostos fendlicos e avaliacdo da acdo
antioxidante de extratos aquosos de erva-mate (llex paraguariensis). 2013. 31 f.
Projeto do Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de Tecnologia em
Alimentos). Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina, 2013.

Erva-mate (llex paraguariensis) € uma arvore da familia das Aquifoliaceae
amplamente consumida no sul do Brasil na forma de cha ou de chimarrdo, quando
preparada com agua quente, ou tereré, quando preparada com agua fria ou gelada.
Seus propriedades terapéuticas sdo reconhecidas e novas descobertas cientificas
surgem a respeito das variagbes de seus componentes e os efeitos disso na
producéo, beneficiamento e consumo da erva-mate. Este trabalho teve como
objetivo quantificar os componentes fendlicos e a atividade antioxidante pela captura
de DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina) de ervas-mates. As amostras foram
classificadas como sendo plantas macho e fémea, provindas de dois ambientes com
luminosidades diferentes (sol e sombra). As ervas-mates machos néo apresentaram
uma diferenca significativa na concentragcdo de compostos fendlicos. As plantas
fémeas demonstraram uma diferenca significativa na concentracdo de compostos
fendlicos, em que a planta cultivada em sol apresentou maior concentracdo que a
planta cultivada em sombra. A atividade antioxidante mostrou-se maior nas ervas-
mates machos do que nas fémeas. No entanto, as plantas cultivadas em sombra
apresentaram maior poder de captura de radical DPPH. S&o necessarios mais
estudos que tratem do dimorfismo sexual da erva-mate e sua relacdo com a
composicao da mesma.

Palavras-chave: DPPH. Estimulos externos. Plantas cultivadas em sol ou sombra.
Plantas macho ou fémea.



ABSTRACT

SERAFIM, Rodolfo A. Quantification of phenolic compounds and antioxidant activity
evaluation of agueous extracts of yerba mate (llex paraguariensis). 2013. 31f. Projeto
do Trabalho de Concluséo de Curso (Curso Superior de Tecnologia em Alimentos).
Federal Technology University of Parana. Londrina, 2013.

Yerba mate (llex paraguariensis) is a tree of the family Aquifoliaceae broadly
consumed in south Brazil as tea or chimarrdo, when prepared with hot water, or
tereré when prepared with cold water. Their therapeutic properties are acknowledged
and new scientific discoveries arise regarding the variance of its components and the
effects of it in the production, processing and consumption of Yerba mate. This study
aimed to quantify of phenolic compounds and the antioxidant activity through the
DPPH (1,1-diphenyl-2picryhydrazyl) capture of Yerba mate. The samples were
classified as male and female plants came from two environments with different
luminosities (sun and shadow). The female Yerba mates presented a significant
difference in the concentration of phenolic compounds, the sun plant had a higher
concentration than the shadow plant. The male plants not have presented a
significant difference in the concentration of phenolic compounds. The antioxidant
activity showed higher in the male yerba mate than in the female ones. However, the
shadow plants presented higher capture power of DPPH radicals. In conclusion,
there is a need of more studies about sexual dimorphism of Yerba mate and its
relation with the plant’s composition.

Keywords: DPPH. External stimuli. Sun and shadow plants. Male and female plants.
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1.INTRODUCAO

Devido as condi¢Bes historicas e culturais, a erva-mate € o tipo de erva mais
consumido no sul do Brasil e no sul da América Latina na forma de infuséo.

Sao conhecidas como caracteristicas fitoterapicas comuns dos chas o efeito
diurético, anti-inflamatorio, estimulante, digestivo, como também a presenca de
vitaminas e sais minerais, indispensaveis para a manutencdo de um organismo
saudavel. Pode-se destacar como propriedade funcional a atividade antioxidante
resultante dos diferentes compostos encontrados em infusdes, além da sensacao de
saciedade que a infusdo das folhas de erva-mate proporciona, podendo auxiliar na
perca de peso.

Dentre os componentes da erva-mate, os compostos fendlicos compreendem
até 11% e a estes podem ser atribuidos a atividade antioxidante. S&o maioria e
comumente encontrados o acido clorogénico e seus derivados e os derivados
cafeoilquinicos como os fendis mais caracteristicos da erva-mate.

A composicdo da erva-mate pode variar em funcdo de fatores como a
diferenca morfologica das plantas, o sexo, a idade, a regido e a forma de plantio.
Com isso seus metabolitos e os efeitos que eles causam no organismo também se
alteram. Por isso, cada vez mais pesquisadores vem tentando compreender como
esses fatores interferem na composicao da erva-mate e caracteriza-los e informar as
vantagens quanto ao consumo desta bebida.

Tendo em vista as possibilidades de pesquisas que o tema propde, além do
crescente interesse que os antioxidantes veem despertando nos ultimos tempos
guando aliados aos alimentos, o desenvolvimento deste estudo buscando a
comparacao de plantas de sexo diferentes e de distintas formas de plantio contribui

e auxilia com informacdes relativas a essas propriedades funcionais.



2.0BJETIVOS

2.1.0OBJETIVO GERAL

Quantificar os compostos fendlicos e a atividade antioxidante de folhas de
erva-mate (llex paraguariensis A.), em plantas macho e fémea, cultivadas em locais

de sombra e sol.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a extracdo aquosa dos compostos presentes na erva-mate e
guantificar solidos soluveis.

e Utilizar métodos quimiomeétricos associados a dados espectroscopicos
para quantificar os compostos fendlicos presentes na erva-mate,
plantas macho e fémea, plantas sol e sombra.

e Realizar a anélise de capacidade antioxidante dos extratos de erva-
mate através da captura do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidrazina).
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3.REFERENCIAL TEORICO

3.1.A ERVA-MATE

A erva-mate (llex paraguariensis Saint Hillaire) € uma arvore perene, de seis a
oito metros de altura, da familia das Aquifoliaceae, nativa da América do Sul. Sua
area de ocorréncia natural compreende as areas do Noroeste Argentino, Leste do
Paraguai e Sul do Brasil (SANTOS, 2004).

No Brasil, a ocorréncia da erva-mate esta limitada aos estados do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, aparecendo também, mas de forma reduzida,
no Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Rio de Janeiro (DARTORA, 2010).

A erva-mate foi classificada por Saint Hilaire como llex paraguariensis no
inicio do séc. XVII sendo nativa do Paraguai e dos estados do sul do Brasil e ja era
conhecida pelos indios guaranis. Foi reconhecida como um valioso complemento

alimentar pelos jesuitas por volta do séc. XVI (LIMA, 2010).

3.2.CULTIVO E CONSUMO

A erva-mate é amplamente consumida como sucedaneo do cha (Camellia
sinensis), na forma de chimarrdo e tereré. Preparado como cha, € infusdo obtida
pela escalda das folhas secas e consumidas de diferentes maneiras, com ou sem
adicdo de outras ervas, ou aromatizantes. Chimarrdo € a infusdo obtida pela escalda
das folhas em cuia e ingerida por aspiragcdo com canula metélica (bomba, bombilha)
provida de uma peneira que evita a passagem de particulas sélidas. O tereré ou
tereré é infusdo tal como o chimarrdo, tomada em recipiente de chifre (guampas),
mas preparada com agua fria ou gelada (LIMA, 2010).

O cultivo e colheita do mate podem ser realizados de diversas formas, sendo
diferente em cada regido. As trés maneiras principais para o cultivo e colheita sdo a

exploracdo extrativista da floresta natural, sistema misto e monoculturas. No
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Paraguai e no Brasil os sistemas mistos e a exploragdo extrativista sdo os mais
utilizados, enquanto que os monocultivos, sistemas mais modernos, sao a principal
forma de producédo na Argentina. O cultivo de erva mate na monocultura aumentou
nos ultimos quinze anos, especialmente as plantacbes densas, que sempre visam
um lucro maior (RAKOCEVIC et al., 2008; DARTORA, 2010).

Dentre a triade dos paises produtores de erva-mate, o Brasil figura como o
maior produtor, e a Argentina como a maior exportadora. O Paraguai produz
basicamente para o autoconsumo, exportando menos que seus vizinhos.

Segundo dados do IBGE, em 2010 foram produzidos no Brasil cerca de 430
mil toneladas de erva-mate (folha verde). O maior produtor foi o Rio Grande do Sul
gue produziu 10.025 toneladas, seguido de Sao Paulo, com 5309 toneladas, e Minas
Gerais, 4.968 toneladas. O estado do Parana produziu 1.342 toneladas no ano de
2010 (IBGE, 2011).

3.3.COMPOSICAO E PRINCIPIOS TERAPEUTICOS

A infusdo de erva-mate € uma bebida estimulante; elimina a fadiga, estimula a
atividade fisica e mental, atuando beneficamente sobre os nervos e musculos e
favorecendo o trabalho intelectual. Possui vitaminas do complexo B, que atuam nos
musculos, nervos e atividade cerebral, e vitaminas C e E, que agem como defesa
antioxidante e apresentam beneficios sobre os tecidos do organismo (DARTORA,
2010).

A presenca de sais minerais, principalmente potassio, estimula o trabalho
cardiaco, sendo interessante para pessoas hipertensas, ajudando na circulacdo do
sangue e diminuindo a pressdo arterial. Juntamente com a cafeina, atua como
vasodilatador e estimulante. O magnésio, segundo em importancia de concentracao,
exerce funcdes no organismo através da ativacdo de enzimas (cofator) ou por ser
parte integrante do sistema enzimatico. As maiores concentracdes de sais minerais
na infusdo de erva-mate sdo potassio, magnésio, enxofre, calcio e fosforo
(HEINRICHS e MALAVOLTA, 2001).
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S&o encontrados na erva-mate flavonoides e taninos, responséaveis pelo sabor
adstringente, outros alcaloides, além da cafeina, como a teobromina e a teofilina, e
todas as xantinas. Aminoacidos também estéo presentes, como o0s acidos aspartico
e glutdmico, lipidios como os acidos palmitico, oleico e linoleico, saponinas,
enzimas, material nitrogenado, carotenoides, celulose, lignina e acidos organicos
(LIMA, 2010).
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3.4.ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Os chas tem atraido muita atenc&o nos ultimos anos devido a sua capacidade
antioxidante e sua abundancia na dieta de milhares de pessoas em todo o mundo
(MORAIS et al., 2009).

Os radicais livres, ou espécies redoxi-ativas sdo atomos ou moléculas que
possuem um ou mais elétrons ndo pareados na regido mais externa, geralmente
formados pela perda ou ganho de elétrons. Em meio bioldgico, a maioria das
moléculas ndo se apresentam em forma de radicais, permanecendo com elétrons
pareados. Mas em alguns casos, as espécies redoxi-ativas sdo formadas, podendo
reagir com biomoléculas tais como proteinas, carboidratos, lipideos e acidos
nucleicos, e isto pode ter efeitos fisiologicos e patoldégicos sobre o organismo
(SILVA, 2007).

Em reacfes normais, a formacao de espécies redoxi-ativas, ou radicais livres,
€ mantida sob controle pelo préprio organismo, através de um sistema de defesa
antioxidante. Este sistema € formado, em primeira estancia, por enzimas
antioxidantes, quelantes, proteinas e substancias ndo enzimaticas, e em segunda
estancia por compostos fendlicos ou aminas aromaticas, como tocoferdis,
flavonoides, principalmente flavonas e flavondis (SILVA, 2007).

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar
ou inibir a oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo ser enzimaticos, como
notadamente a SOD (enzima superoxidodismutase), CAT (enzimas catalase) e GPx
(glutationa peroxidase), ou nao enzimatico, tais como a-tocofenol (principal
componente da vitamina E), B-caroteno, ascorbato (vitamina C), polifenéis e GHS
(tripeptideo composto de glutamato, cisteina e glicina (SILVA, 2007).

Dentro da ingestdo diaria de antioxidantes, se destacam 0s compostos
fendlicos, produto do metabolismo secundario das plantas e presentes naturalmente
na maioria destas. Esta propriedade redoxi-ativa esta associada a presenca de
agrupamentos hidroxilas nestes compostos. A eles sdo atribuidas diversas
propriedades biolégicas tais como anti-inflamatérias, antibiéticas, antitrombaticas,
antimicrobianas, antialérgicas, antitumorais, antiasmaticas e antioxidantes (TRUEBA
e SANCHEZ, 2001; MORAIS et al., 2009).
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Dentro do grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides se dividem em 13
subclasses com um total de mais de 5.000 compostos, sendo que todos apresentam
em comum um esqueleto de hidrocarboneto do tipo C6-C3-C6 (difenilpropano) que
se deriva do &cido chiquimico e de 3 restos de acetatos. E capaz de reduzir a
oxidagdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) e do acido linoleico, inibe a
peroxidacéo de fosfolipidios da membrana celular, peroxidacéao lipidica microssomal
e mitocondrial, peroxidacdo de eritrocitos e fotoxidacdo e peroxidacdo de
cloroplastos. Possui potencial para protecdo dos tecidos contra radicais livres,
sugerindo seu emprego como estratégia na reducdo do risco de doencas
cardiovasculares e risco de cancer (TRUEBA e SANCHEZ, 2001; MORAIS et al.,
20009).

Do grupo dos compostos fendlicos, os acidos fendlicos sdo um grupo de
substancias que se caracterizam por terem um anel benzénico, um agrupamento
carboxilico e um ou mais agrupamentos de hidroxila e/ou metoxila. Estas
caracteristicas conferem a estes compostos propriedades antioxidantes tanto para
alimentos quanto para o organismo, sendo indicados para o tratamento e prevencéao
do cancer e doencas cardiovasculares entre outras (SOARES, 2002).

Diversos autores relatam que a maior parte da atividade antioxidante da erva-
mate € devido aos compostos polifendlicos presentes nesta, sendo que o potencial
da atividade antioxidante ndo depende somente da quantidade, mas também do tipo
destes compostos (HEINRICHS e MALAVOLTA, 2001; VIEIRA et al., 2009; MORAIS
et al., 2009, RAKOCEVIC, 2010).

No que se refere aos polifendis ja identificados e de teores mais elevados
podem ser citados: acidos clorogénicos, acido cafeico; acido 3,4-dicafeoilquinico;
acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico (DARTORA, 2010).

3.5.ESTIMULOS EXTERNOS E A COMPOSICAO DA ERVA-MATE

Estudos tém mostrado que estimulos decorrentes do ambiente, no qual a
planta se encontra, podem redirecionar a rota metabdlica, ocasionando a sintese de
diferentes compostos, modificando as caracteristicas qualitativas e quantitativas.

Dentre estes fatores, se destacam as interagbes planta/microrganismos,
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planta/insetos e planta/planta; idade e estagio de desenvolvimento, fatores abioticos,
como luminosidade, temperatura, pluviosidade, nutricdo, época e horario de coleta,
bem como técnicas de colheita e poés-colheita. Estes fatores podem apresentar
correlacdes entre si, ndo atuando isoladamente, podendo exercer influéncia conjunta
no metabolismo secundéario (MORAIS, 2009; DARTORA, 2010).

Rakocevic et al. (2008) demonstrou que todos os tipos de sombreamento
(sombreamento florestal e auto-sombreamento, dentro da copa das plantas
cultivadas em monocultura) resultou em sabor amargo caracteristico das folhas de
erva-mate processada comparadas com as folhas originadas sob a exposicao direta
ao sol. Geralmente, as folhas de plantas cultivadas em monocultura mostraram
menos amargor do que as cultivadas na floresta.

O gosto esta relacionado a fotossintese, taxa de transpiracdo e temperatura
foliar. Nas condicdes de sombra, a modificacdo do sabor esta diretamente
relacionada com o amargor, 0 que poderia ser explicado pela diminuicdo da
temperatura da folha na escala diurna (RAKOCEVIC et al., 2008).

A erva-mate ainda apresenta dimorfismo sexual fisiologico relacionado com a
producédo de folhas, ou seja, a fotossintese da folha € maior em fémeas do que em
machos, ocorrendo nos estadios vegetativos que antecedem a floracdo e a
maturacdo dos frutos. Dimorfismo sexual € mesmo expresso, ao nivel da folha, em
sua composicao quimica (RAKOCEVIC e MARTIM, 2010)

A andlise prévia da qualidade da erva-mate, a partir do experimento
conduzido exclusivamente com plantas de monocultura, mostrou que folhas
provenientes de plantas do sexo masculino sdo menos amargas do que as das
plantas fémeas, enquanto esse dimorfismo sexual sensorial ndo é expresso em
folhas provenientes de plantas cultivadas em manejo florestal (RAKOCEVIC et al.,
2008).

Modificacdes de crescimento na erva-mate ocasionadas pelo ambiente eram
muito mais facilmente observadas quando as plantas foram cultivadas em sistema
de cultivo menos parecido com o habitat natural da erva-mate (monocultura) se
comparado aquelas cultivadas em florestas de araucarias, mais parecidas com seu
habitat natural. O exemplo disso, o dimorfismo sexual, em expressdes
morfogenéticas, esta relacionado com o sistema de cultivo, sendo que os machos
sd0 mais sensiveis as mudancas ambientais do que as fémeas, especialmente em
monocultura (RAKOCEVIC e MARTIM, 2010).
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4.MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAL EM ESTUDO

O material de estudo foi composto por amostras de llex paraguariensis St.
Hil., fornecidas pelo Instituto Agrondémico do Parana (IAPAR) de Ponta Grossa-PR.
O material vegetal foi separado em quatro amostras com diferencas morfolégicas
sexuais e luminosidade, sendo identificadas como:

e Planta macho cultivada em sol (MSOL);

¢ Planta macho cultivada em sombra (MSOM);
e Planta fémea cultivada em sol (FSOL);

e Planta fémea cultivada em sombra (FSOM).

As plantas denominadas como cultivadas em sol possuem uma maior
incidéncia de radiacdo solar direta, 0 que caracteriza plantas cultivadas em
monoculturas, e as plantas denominadas como cultivadas em sombra sdo aquelas
com menor incidéncia de radiacdo solar direta, o que as caracteriza como plantas de

sistema florestal ou mista.

4.2.METODOS DE ANALISE

4.2.1.Extracao aquosa

A extracdo aquosa foi realizada em triplicata utilizando-se 5,00g do material
vegetal de folhas secas e moidas e 100 mL de agua destilada a 90°C. As amostras
foram acondicionadas em Erlenmeyers onde se verteu a agua sobre elas e agitou-se
rapidamente. Aguardou-se um tempo de descanco de 10 minutos e durante esse
tempo o Erlenmeyer foi coberto com um vidro de relégio para evitar uma perda muito

grande de compostos volateis. Em seguida os extratos foram filtrados em papel filtro
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e resfriados. Apds, foram transferidos para um baldo volumétrico de 100 mL e o
volume foi completado com agua destilada.

Por ultimo, os extratos foram acondicionados em frascos de vidro de cor
ambar, identificados e armazenados sob refrigeracdo por uma semana, quando as

analises foram iniciadas.

4.2.2.S6lidos soluveis

Para determinacao de solidos soltuveis (AOAC, 1997) tomou-se 25mL de cada
triplicata do extrato de cada amostra de erva-mate e transferiu-se para placas de
Petri previamente taradas e colocadas em estufa a 105°C até que estas atingissem

peso constante.

4.2 .3.Fenois Totais

O conteudo de compostos fendlicos no extrato aquoso foi realizado baseados
no método colorimétrico de Folin-Ciocalteau (ANDRADE et al., 2007). O reagente de
Folin-Ciocalteau, de coloracdo amarelo, forma um complexo de coloracdo azul na
presenca de agentes redutores, no caso 0s compostos fenélicos.

Aliguotas de extrato aquoso foram diluidas com agua destilada para o preparo
de solucbes com concentracdes de 10 a 100 ug/mL. A cada 0,5 mL de amostra
foram adicionados 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 2 N e 1,0 mL de agua.
Apds um periodo de 2 a 5 minutos, foi acrescentado aos tubos de ensaio 0,5 mL de
carbonato de sodio (Na,CO3) a 10%. Apds 1 hora de incubacdo a temperatura
ambiente, a absorbancia foi mensurada em um espectrofotbmetro a um
comprimento de onda de 760 nm, usando agua destilada como branco. Foi utilizado

Acido gélico (10 a 80 upg/mL), dissolvido em &gua destilada, para elaboragdo da
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curva padrao (Gréfico 1) e os valores de fendlicos totais sdo expressos como
equivalentes de acido gélico (mg de &cido galico/g de amostra).

Curva Padrao

.90
2 50 y =95,372x-1,5417 "
= R2=0,9991
X 70 /
£ /
& 50 /
g 40 1t
g 30 /
lg 20 /
g 10 &
=1
9 0
s 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1
(W]

Absorbancia (760nm)

Gréfico 1 - Curva padrao de &cido galico.

4.2.4.Acéo antioxidante

A acdo antioxidante do extrato aquoso da erva-mate foi analisada através da
capacidade dos antioxidantes presentes na amostra de capturarem o radical livre
DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazina), conforme as metodologias descritas na literatura
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995; MOLYNEUX., 2004; DUARTE-ALMEIDA et al.,
2006). O DPPH possui forte coloracdo arroxeada, ao se reduzir, passa a ter uma
coloracdo para amarelo, sendo esta mudanca de cor monitorada pelo
espectrofotometro UV-VIS ( 515 a 517 nm). A variacdo da cor permite estimar o
desaparecimento do radical livre DPPH em solucdo devido a formacdo de
compostos mais estaveis.

Para a avaliacdo da atividade captadora do radical livre DPPH (1,1-difenil-2-
picrilhidrazina), os extratos aquosos foram diluidas com agua destilada para se obter

solugcbes estoque de cada amostra com concentragdo de 150 pg/mL. Para
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realizacdo do teste, as solugdes estoques foram diluidas em concentracdes de 1 a

35 pg/mL diretamente em tubos de ensaio segundo o esquema da tabela abaixo:

Tabela 1 - Diluicdo das solucdes estoque dos extratos aquosos de erva-mate
em tubos para as respectivas concentragoes.

Tubo Concentragao Eolugao Etanol
stoque
1 1,0 pg/ml 20 pL 2980 pL
2 2,5 pg/mi 50 pL 2950 pL
3 5,0 pg/mi 100 pL 2900 pL
4 7,5 pg/mi 150 pL 2850 pL
5 10,0 pg/ml 200 pL 2800 pL
6 15,0 pg/ml 300 pL 2700 pL
7 20,0 pg/mi 400 pL 2600 pL
8 25,0 pg/ml 500 pL 2500 pL
9 30,0 pg/ml 600 pL 2400 L
10 35,0 pg/ml 700 pL 2300 pL

Em cada tubo foram acrescentados 0,1 mL de solugcédo etandlica do radical
livre DPPH 1 mM. Apés 30 minutos de incubacéo a temperatura ambiente, ao abrigo
da luz, a reducédo do radical livre DPPH foi mensurada pela leitura da absorbancia
em 515 nm. Como controle, foi utilizado 0,1 mL de solucéo etandlica de DPPH 1 mM
e 3 mL de etanol. A atividade antioxidante foi medida através da capacidade de
extratos de descorarem solucdes diluidas do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazina -

DPPH- conforme literatura.
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5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1.SOLIDOS SOLUVEIS

Os resultados obtidos na analise dos soélidos sollveis dos extratos de erva-

mate sdo apresentados na Tabela 1 a baixo:

Tabela 2 - Concentracdo de sélidos solliveis nas amostras de erva-mate.
Solidos soliveis (mg/mL  Sdlidos solaveis (g/100g

Amostra de erva-mate

de extrato) erva-mate)
FSOL 10,57+0,146 21,14+0,293
FSOM 09,92+0,190 19,84+0,381
MSOL 10,65+0,431 21,30+0,863
MSOM 10,60+0,221 21,200,442

Com base nos dados da tabela acima pode-se observar que ndo houve
diferenca entre as plantas machos, porém as plantas fémeas apresentaram uma
pequena variacdo de valores. Os valores encontrados estdo de acordo com 0s
encontrados por Da Groce (2002) que obteve extratos aquosos de erva-mate com

concentracgfes entre 25,21 a 41,169 para cada 100g de erva-mate.

5.2.FENOIS TOTAIS

Os resultados para quantificacdo do contetdo de compostos fendlicos totais
dos extratos aquosos de erva-mate, usando a curva padrao do acido gélico (Gréfico

1), sdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 3 - Quantificacdo de compostos fendlicos totais dos extratos de erva-mate.

Concentracéo

Amostra de erva-mate mg de Ac.Galico/ g de extrato

FSOL 191,173+8,508
FSOM 191,205+6,054
MSOL 183,257+5,036

MSOM 184,339+8,639
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Através do calculo dos solidos solaveis presente nos extratos, foi possivel

guantificar os compostos fendlicos com relacdo a massa de erva-mate:

Tabela 4 - Concentragcdo de compostos fendlicos totais com relacdo a massa de erva-mate.
Médias seguidas por mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Concentragéo % em massa de
Amostra de erva-mate . .
mg de Ac.Galico/ g de erva-mate erva-mate
FSOL 40,41+1,799* 4,04+0,18
FSOM 37,9311,201b8 3,79+0,12
MSOL 40,73+1,073** 4,07+0,11
MSOM 39,08+1,832%° 4,05+0,18

Observou-se uma diferenca significativa na concentracdo de compostos
fendlicos entre as ervas-mates fémeas, em que a planta de sol obteve maior
concentracdo de compostos fendlicos que a planta de sombra. Fato este que néo
ocorreu com as ervas-mates machos quando comparamos as diferentes
luminosidades.

Entre as ervas-mates cultivadas em sol, as plantas macho e fémea nédo
apresentaram diferenca. O mesmo ocorreu com as plantas cultivadas em sombra.

Os resultados estdo de coerentes com os encontrados por diversos autores
gue relatam estudos onde as plantas com maior exposicdo a radiacdo solar,
apresentam uma maior concentracdo de compostos (DARTORA, 2010; HECK,
SCHMALKO e DEMEJIA, 2008; RACHWAL et al., 2000). Em contato direto ao sol,
elas sdo expostas a uma maior concentracdo de radiacdo 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 &cidos clorogénicos, que sdo compostos fendlicos
encontrados amplamente na llex paraguariensis (HECK, SCHMALKO e DEMEJIA,
2008)

Segundo Meyer et al. (2006), em geral, as folhas provenientes do monocultivo
(sol) apresentaram niveis mais elevados de quase todos os polifendis. Varios
compostos fendlicos sédo produzidos pelas plantas como uma resposta aos
estimulos do ambiente, em geral, protegendo-as de fatores ambientais, como

estresse, pragas e sol. Plantagfes expostas ao sol produzem niveis mais elevados
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destes compostos, em comparagdo com as cultivadas em ambiente sombreado de

floresta.

5.3.ACAO ANTIOXIDANTE

Foram realizadas leituras em triplicata dos extratos em triplicata de cada
amostra, obtida a média de todas as leituras. Abaixo, o0s resultados obtidos:

Tabela 5 - Absorbéncia e % de inibicdo de DPPH em raz&o da concentragéo do
extrato de erva-mate fémea cultivada em sol.
Concentracdo da

Absorbéncia (515nm) % de inibicdo de DPPH
amostra (ug/mL)

1 0,347+0,0002 07,12+0,73
2,5 0,327+0,0277 15,68+7,12
5 0,256+0,0290 33,99+7,46
7,5 0,198+0,0193 48,96+4,97
10 0,132+0,0011 66,01+0,29
15 0,053+0,0025 86,45+0,66

Extrato aquoso FSOL
100,00
90,00 y = 5,8007x + 3,4688
E 80,00 R = 0,9887
8 70,00
S 60,00
8 50,00
S 40,00
£
@ 3000
< 2000
10,00
0,00
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Concentragdo da amostra (pug/mL)

Grafico 2 - Curva da atividade antioxidante do extrato aquoso de erva-mate
fémea cultivada em sol utilizando o método de sequestro de radicais DPPH.



Tabela 6 - Absorbancia e % de inibicdo de DPPH em raz&o da concentragéo do
extrato de erva-mate fémea cultivada em sombra.
Concentracéo da

Absorbéncia (515nm) % de inibicdo de DPPH

amostra (ug/mL)
1 0,291+0,0178 09,72+5,53
2,5 0,255+0,0208 20,95+6,46
5 0,197+0,0188 38,84+5,83
7,5 0,155+0,0159 52,01+4,95
10 0,095+0,0200 70,4916,22
15 0,036+0,0030 88,71+0,93

Extrato aquoso FSOM

100,00
90,00 y=5,726x+7,6747
80,00 R?=0,9825
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de nibigdo de DPPH

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragdo da amostra (pug/mL)

Gréfico 3 - Curva da atividade antioxidante do extrato aguoso de erva-mate
fémea cultivada em sombra utilizando o método de sequestro de radicais
DPPH.



Tabela 7 - Absorbancia e % de inibicdo de DPPH em razéo da concentracédo do
extrato de erva-mate macho cultivada em sol.
Concentracéo da

Absorbéncia (515nm) % de inibicdo de DPPH
amostra pg/mL

1 0,274+0,0052 11,51+1,68
2,5 0,240+0,0138 22,61+4,46
5 0,188+0,0075 39,37+2,42
7,5 0,147+0,0081 52,66+2,62
10 0,099+0,0283 68,17+9,12
15 0,044+0,0107 85,77+3,46

Extrato aquoso MSOL

100,00
90,00 y =5,5443x+5,8241
80,00 R?=0,991
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

% de inibicdo de DPPH

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentragdo da amostra (pg/ml)

Gréfico 4 - Curva da atividade antioxidante do extrato aquoso de erva-mate
macho cultivada em sol utilizando o método de sequestro de radicais DPPH.
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Tabela 8 - Absorbancia e % de inibicdo de DPPH em raz&o da concentragéo do
extrato de erva-mate macho cultivada em sombra.

Concentracéo da
amostra pg/mL

Absorbéancia (515nm)

% de inibicdo de DPPH

1 0,314+0,0007 15,05+0,19
25 0,251+0,0008 32,04+0,23
5 0,194+0,0119 47,48+3,22
7.5 0,144+0,0107 61,14+2,89
10 0,085+0,0027 77,1240,74
15 0,039+0,0021 89,37+0,56
Extrato aguoso MSOM
120,00
E 100,00 y=4,9677x+ 20,861
g R?=0,967
2 80,00
=
8 60,00
2
£ 4000
1]
=
= 20,00
0,00
0 2 6 8 10 12 14 16
Concentragdo da amostra (pug/mL)

Gréfico 5 - Curva da atividade antioxidante do extrato aguoso de erva-mate
macho cultivada em sombra utilizando o método de sequestro de radicais

DPPH.

Os dados de IC50 indicam a quantidade de amostra necessaria para reduzir

50% do DPPH. O IC50 dos extratos aquosos de erva-mate, que podem ser

calculados através da equacdo da

apresentados na tabela a seguir:

reta obtidos nos respectivos graficos,
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Tabela 9 - IC50 dos extratos aquosos de erva-mate.

IC50
Amostra de erva-mate Hg /mL de extrato
FSOL 8,02
FSOM 7,39
MSOL 7,59
MSOM 5,87

Com base nos concentracdes de IC50 e através dos valores de sélidos
sollveis presente nos extratos foi possivel estimar a quantidade de massa de erva-
mate necessaria para o preparo de uma infusdo de 100 mL que apresentasse a
capacidade de inibicdo de 50% de radicais livres.

Tabela 10 - IC50 das amostras de erva-mate em massa de folha seca
para umainfusdo de 100mL..

IC50

Amostra de erva-mate
mg de erva-mate

FSOL 3,794
FSOM 3,725
MSOL 3,563
MSOM 2,769

Quando comparados os resultados da atividade antioxidante, observou-se
gue a erva-mate macho possui maior atividade antioxidante que a erva-mate fémea,
sendo que entre as duas ervas-mates fémeas, a luminosidade ndo trouxe uma
diferenca significativa na captura de radicais livres, fato contrario apresentado pelas
ervas-mates macho. Quanto a condicdo de luminosidade, a erva-mate macho
cultivada em sombra se mostrou com maior capacidade antioxidante que a erva-
mate macho sol.

O resultado obtido esta de acordo ao apresentado por Saldanha (2005),
demonstra que extratos aquosos de erva-mate seca apresentaram uma captacao de
DPPH acima de 90% em concentracdes iguais a 50 ug de matéria seca/ mL. Visto
gue Miliauskas, Venskutonis e Van Beek (2004) ja discutem que concentracdes de
extratos com 90% ou mais de captura de DPPH podem ser considerados

concentragcbes com 100% de captura em funcdo do método, pois 0 mesmo
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apresenta uma absorcédo residual permanente que pode chegar a equivaler até 7%
da absorcao final total.

Hartwing et al. (2011) traz um estudo sobre as dificuldades de comparacao
entre os resultados obtidos em estudos da atividade antioxidante de erva-mate
através do método de captura de radicais livres DPPH. Segundo ele, este método
depende da concentracéo final do extrato, da concentragéo inicial da solucédo de
DPPH, das aliquotas de extrato e solucdo de DPPH utilizados, da temperatura e do
tempo de incubacéo.

Saldanha (2005) observou que mesmo com o aumento da concentragao de
fendlicos totais, ndo h4 um aumento significativo na atividade antioxidante pelo
método do DPPH. Mesmo resultado foi observado por Pajero et al. (2003),
analisando a atividade antioxidante de plantas bolivianas também encontraram baixa
relacdo entre o teor de fenodlicos e a capitacdo de radicais livres pelo método do
DPPH. Isto mostra a demonstra a existéncia de compostos fendélicos com distintos
potenciais antioxidantes.

Identificar a grande parte dos componentes da planta através de abordagens
comuns torna-se dificil devido & pequena quantidade de estudos na area (SIMOES
et al., 2002). A literatura ndo trouxe pesquisas que diferenciem a composicao de
fenadis totais e a atividade antioxidante de ervas-mates macho e fémea A erva-mate
tem sido intensivamente estudada nos aspectos de producdo, manejo e selecao
genética, porém a fisiologia do dimorfismo sexual e intensidade luminosa necessitam
ser aprofundadas (RAKOCEVIC et al., 2012). Sua diferenciacdo sexual pode ser
expressa através de propriedades sensoriais, onde a bebida preparada com folhas
provenientes de plantas de género masculino € menos amarga que a preparada com
folhas de plantas femininas, (RAKOCEVIC et al., 2007) quando comparados em
ambiente de monocultura (RAKOCEVIC et al., 2012).

Um teste de inibicdo de radicais livres DPPH foi realizado com acido ascoébico
(vitamina C) um poderoso e conhecido antioxidante natural para efeito de
comparacdo com 0s extratos aquosos de erva-mate e os dados abtidos sédo

apresentados na tabela e no grafico abaixo:
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Tabela 11 - Absorbancia e % de inibicdo de DPPH em razdo da concentracdo da
solucgao de Acido Ascdrbico.

Concentracéo de Ac. A 0 o
Ascorbico pg/mL Absorbéncia (515nm) % de inibicdo de DPPH

1 0,305+0,0085 10,29+2,51
2 0,260+0,0101 23,53+2,98
3 0,215+0,0199 36,67+5,83
4 0,188+0,0046 44,61+1,40
5 0,143+0,0053 57,94+1,55
6 0,097+0,0106 71,62+3,11
7 0,063+0,0021 81,62+0,62
8 0,016+0,0032 95,20+0,92
Solucao de Acido Ascdrbico
100,00
- 90,00 y = 11,94x- 1,0452
& 80,00 R2=0,998
8 7000
T 60,00
'® 50,00
;g 40,00
= 30,00
2 2000
10,00
0,00
0 2 4 6 8 10
Concentragdo (pg/mL)

Gréfico 6 - Curva da atividade antioxidante da solucdo de &cido ascérbico
utilizando o método de sequestro de radicais DPPH.

Através da equacao da reta obtida no Grafico 6, pudemos calcular o IC50 da
solucéo de acido ascorbico como sendo igual a 4,10ug /mL, uma concentracdo mais
baixa do que o extrato aquoso de erva-mate com maior potencial antioxidante, o
MSOM, com IC50 igual a 5,87ug /mL.

Com relacdo aos outros extratos, o MSOL, o FSOL e o FSOM, o acido
ascorbico mostrou-se potencialmente 2 vezes mais com capacidade antioxidante, ou
seja, seria necessario a metade da concentracdo dos extratos MSOL, FSOL ou
FSOM em acido ascorbico para inibir 50% dos radicais livres DPPH em uma
solucdo.

Em comparacdo com a literatura o valor obtido para o acido ascoébico
demonstra que a metodologia usada foi adequada para esta analise (ARBOS et al.,
2010).
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6.CONCLUSAO

A partir desse estudo foi possivel verificar que as ervas-mates cultivadas em
sol mostraram-se com maior concentracdo de compostos fendlicos que as cultivadas
em sombra em planta fémea, porém esta diferenca ndo foi observada nas plantas
macho.

Quanto a atividade antioxidante, as ervas-mates macho mostraram maior
capacidade de capturar radicais livres do que as ervas-mates fémeas, sendo que as
plantas cultivadas em sombra se mostraram com maior capacidade antioxidante que
as plantas de sol. Observou-se que a relacao entre compostos fendlicos e atividade
antioxidante ndo foram proporcionais, pois 0 as plantas cultivadas em sombra
apresentaram maior eficiéncia na acdo antioxidante, porém ndo demonstraram a
maior concentracao de fendlicos totais.

Mais estudos sdo necessarios para melhor elucidar como dimorfismo sexual
modifica a composicdo da planta, qualitativamente e quantitativamente. O estudo
desse fator, aliado aos estudos sobre os modos e locais de cultivo, poderiam
estabelecer condicdes de processo para manutencdo dos compostos bioativos na
erva-mate influenciando e repercutindo de forma favoravel em toda a sua cadeia

produtiva.
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