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A erva-mate (llex paraguariensis
A. St. Hill.) é uma espécie nativa da
Floresta Ombréfila Mista, de grande
importancia socioeconémica, cultural e
ambiental para a regido Sul do Brasil,
Paraguai e Argentina (Fowler; Sturion,
2000), de ocorréncia natural no Brasil,
Argentina, Paraguai e em algumas regi-
0es do Uruguai (Oliveira; Rotta, 1985).
A erva-mate é ingerida apds o preparo
de infusGes das suas folhas verdes
secas ou tostadas a quente ou a frio
(Bracesco et al., 2011) e o seu consu-
mo se deve principalmente ao sabor e
aos diversos efeitos benéficos a saude,
devido a presenga de compostos bioa-
tivos como as xantinas (e.g., cafeina)
e compostos fendlicos (e.g., acido clo-
rogénico). Recentemente, a erva-mate
vem ganhando destaque como produto
de exportagédo brasileira para diversos
paises com potencial para o seu uso
na industria farmacéutica e alimenticia
(Mérquez et al., 2013; Cardozo Junior;

Morand, 2016; Matei et al., 2016). Os
plantios de erva-mate provenientes de
sementes apresentam grande heteroge-
neidade, sendo a utilizagao da propaga-
cao vegetativa para a producéo comer-
cial de mudas um fator importante para
a formacéao de plantios de alta produtivi-
dade e uniformidade, com possibilidade
de melhoria da qualidade dos produtos
obtidos em relagdo aos componentes
bioativos, e possibilidade de producgao
de mudas durante todo o ano, por meio
de plantas matrizes mantidas em viveiro,
em sistemas de canaletéo.

Na erva-mate destacam-se os grupos
das metilxantinas (cafeina, teobromina e
teofilina), acidos hidroxicindmicos e seus
derivados quimicos (acido cafeico e aci-
do clorogénico) e flavonoides (querceti-
na, campferol e rutina) (Heck; De Mejia,
2007). Entretanto, os compostos presen-
tes em tecidos foliares sdo numerosos
e podem ser divididos em metabdlitos
primarios e secundarios, 0s quais
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constituem um conjunto diversificado de
compostos e classes quimicas que sao
caracterizados por distintas proprieda-
des fisico-quimicas (Dunn; Ellis, 2005).
Os metabdlitos primarios estdo envolvi-
dos nas principais vias metabdlicas que
ocorrem nas células e encontram-se
dissolvidos no citosol (e.g., agUcares e
seus derivados, acidos carboxilicos, lipi-
dios e aminoacidos (Dixon, 2001; Hall,
2006); e os metabdlitos secundarios sdo
uma série de compostos que parecem
nao ter fungdo direta no crescimento e
desenvolvimento dos vegetais, mas sim
as respostas a fatores externos do meio
ambiente, os quais sao divididos em trés
grupos principais, os terpenos, com-
postos fendlicos e nitrogenados (Taiz;
Zeiger, 2013).

Na analise de compostos polares
via cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) de
um extrato vegetal ocorre a deteccao
de um grande numero de compostos
e, com o advento de ferramentas ana-
liticas que possibilitem a deconvolugao/
extracao de picos e automatizagdo do
processo, um grande numero de com-
postos sdo detectados e varios sao
anotados (Wagner et al., 2003; Schauer
et al., 2005; Strehmel et al., 2008). Os
softwares que possibilitam a deconvolu-
caol/extracdo dos espectros de massas
dos diversos compostos presentes nos
cromatogramas da corrente total de ions
estédo disponiveis no mercado, entre as
plataformas mais usuais estdo o AMDIS
“Automated Mass Spectra Deconvolution
and ldentification System”, comumente
utilizado por estar disponivel livremente

no site do National Institute of Standards
and Technology (NIST) (http://chemdata.
nist.gov/mass-spc/amdis/downloads/)
e o TagFinder desenvolvido por pes-
quisadores do Instituto Max Planck de
Fisiologia Vegetal Molecular (Potsdam-
Golm, Alemanha) (Luedemann et al.,
2008).

O objetivo desse trabalho foi listar o
numero de compostos identificados nos
extratos metandlicos de tecido foliar de
dois clones de erva-mate. Para isso,
foram coletado tecidos foliares durante
o ciclo circadiano (i.e., periodo de cerca
de 24 horas) e nas diferentes estagbes
do ano, buscando abranger as possiveis
diferengas bioldgicas na producdo de
metabdlitos pelas plantas. A listagem
dos compostos busca informar aos di-
ferentes setores da cadeia produtiva da
erva-mate sobre os compostos presen-
tes no tecido foliar da espécie e ajudar
na busca de novos compostos bioativos
para uso na industria farmacéutica ou
alimenticia.

Os experimentos foram realizados
na Embrapa Florestas, localizada no
municipio de Colombo/Parana-Brasil,
utilizando dois clones comerciais (AC1
e BC1) provenientes de um programa
de melhoramento genético, com as
minicepas mantidas em um minijardim
clonal em sistema semi-hidroponico
(canaletdo) com areia. As plantas foram
mantidas sob irrigagdo por gotejamento
com solucao nutritiva (Wendling; Dutra,
2008), duas vezes por dia, na estagao
de inverno (2,5 L m2/ aplicagdo) por um
periodo de 4 minutos e 40 segundos; e
trés vezes por dia na estacao de verao



(1,7 L m2/ aplicagédo) por um periodo de
3 minutos e 6 segundos. Apds o esta-
belecimento das mudas (16 meses) e
com a manutencao de podas a cada 30
dias, a coleta do material vegetal (tecido
foliar adulto) para as analises foi reali-
zada sempre na semana que antecedia
a poda de manutengéo. O experimento
do ciclo circadiano foi realizado no més
de maio de 2017, nos seguintes horarios
12h, 16h30, 18h30, 24h30, 5h30, 7h30.
As coletas em diferentes estagdes foram
realizadas em 2017 e 2018, na sequén-
cia: maio (outono), agosto (inverno), no-
vembro (primavera) e fevereiro (verao),
sempre uma hora apés o nascer do sol e
uma hora antes do pér do sol.

O tecido vegetal (folha adulta) foi
coletado em cinco repeti¢cdes bioldgicas
(i.e., 5 plantas diferentes) de cada clone,
em regiao mediana da planta e posi¢ao
intermediaria no galho. Em seguida,
dentro de até 10 segundos apds o seu
corte, as folhas adultas foram imedia-
tamente imersas em nitrogénio liquido.
Todos os materiais foram macerados
em cadinho com Nz(l)e armazenadas sob
temperatura de -80 °C até requeridos
para extracdo. O método de extragao
foi realizado seguindo o descrito por
Dethloff et al. (2014). Brevemente: fo-
ram transferidos 20 mg (+x 5 mg) do
material vegetal anteriormente congela-
do e triturado, para um tubo Eppendorf
de 2 mL. As amostras foram mantidas
congeladas em N, durante a pesagem.
Apds, foram adicionados 300 pL de
metanol pré-arrefecido sob temperatura
de -20 °C, com auxilio de micropipeta
(Eppendorf). O material vegetal e o
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solvente, entdo, foram misturados em
vortex. A este material foi adicionado
30 pL de ™C,-Sorbitol (padrao interno,
0,2 mg mL-"em metanol) e 30 L padréao
de &acido nonadecandico (controle da
extragdo, 2 mg mL"' em cloroférmio).
A extragdo ocorreu em equipamento
Thermomixer (Eppendorf), sob agitacao
constante de 950 rpm, por 15 minutos
e sob temperatura de 70 °C (apds o
primeiro minuto de agitacdo os eppen-
dorfs eram abertos, a fim de retirar o
excesso de pressdo). Apds a incuba-
¢ado, as amostras foram resfriadas em
temperatura ambiente e apds adiciona-
do 200 pL de cloroférmio, por meio de
seringa de vidro graduada. O conteudo
foi misturado em vortex e, em seguida,
aquecido novamente no Thermomixer
sob 950 rpm, durante 5 minutos e sob
temperatura de 37 °C. Entdo, foram
adicionados 400 yL de agua ultrapura,
cujo conteudo foi misturado em vortex
por cerca de 20 segundos e centrifugado
(Eppendorf centrifuge 5417R) durante 7
minutos sob 12.000 rpm. Uma aliquota
de 160 pL da fase polar (superior) foi
transferida para um tubo de Eppendorff
cénico (1,5 mL), e o extrato foi seco sob
vacuo no SpeedVac (Concentrador plus
- Eppendorf) durante a noite, com pos-
terior armazenagem sob temperatura
de -80 °C até as derivatizagbes. A me-
toximacao foi realizada adicionando ao
extrato seco 40 pL de uma solugéao pre-
parada em piridina contendo 5 mg mL""
de 4-(dimetilamina)-piridina, 40 mg mL"
de cloridrato de metoxiamina, e mis-
turada em vortex por 30 segundos. A
reacdo aconteceu em Thermomixer
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sob 950 rpm, durante 90 minutos sob
temperatura de 30 °C. Apds o tempo de
incubacao, foram adicionados a solugao
70 pL do agente de sililagao BSTFA e
10 pL de mistura de alcanos, para o cal-
culo do indice de retengao, sendo essa
solucdo misturada em vortex por 30
segundos e incubados sob temperatura
de 37 °C em Thermomixer (Eppendorf)
sob 950 rpm, durante 30 minutos. Logo
apos, os tubos Eppendorfs foram centri-
fugados sob 14.000 rpm por 5 minutos e
uma aliquota de 80 L transferida para
vial de vidro com fundo cénico (0,5mL), e
levados para analises cromatograficas.

As analises cromatograficas foram
realizadas no Instituto Max Planck
(Potsdam, Alemanha) utilizando um
injetor automatico (PAL-Autosamples,
Gerstel) em um cromatografo gaso-
so (Agilent 6890N) com injetor split e
splittes com controle de pressao ele-
trébnico de até 150 psi, acoplado a um
espectrOmetro de massas de tempo
de vbo Pegasus Il (LECO Instrumento
GmbH, Ménchengladbach, Alemanha).
As amostras foram injetadas no modo
splitless (1 pL) e no modo split com di-
visdo de fluxo 1:30 (1 yL), dependendo
da concentracao dos analitos nas amos-
tras. Os analitos foram separados por
meio de coluna cromatografica modelo
DB-5 (30 m x 0,25 mm, espessura de
filme 0,25 uym, Agilent) integrada a uma
pré-coluna de mesmo recheio (10 m x
0,25 mm x 0,25 pym) com injetor na tem-
peratura de 230 °C e linha de transferén-
cia na temperatura de 250 °C, o gas de
arraste usado foi o hélio com fluxo cons-
tante de 0,6 mL min-'. A programagao de

temperatura do forno foi: 70 °C, isoterma
de 1 minuto, aquecimento até tempera-
tura de 350 °C na taxa de 9 °C min,
com isoterma final de 5 minutos. O
espectrometro de massas foi operado
no modo positivo com ionizagao por im-
pacto de elétrons de 70 eV, com tempe-
ratura da fonte de ions de 200 °C, com
resolugdo de massa nominal com taxa
de varredura ajustada para 20 s, com
intervalo de massas definido para m/z =
70-600.

Os cromatogramas gerados pelo
software ChromaTOF (Versdo 4.22;
LECO, St. Joseph, EUA) foram exporta-
dos em formato NetCDF, para extracéo
das alturas de picos dos fragmentos e
identificacdo dos compostos usando
o software TagFinder sob supervisao
manual (Luedemann et al., 2008). Os
analitos foram identificados mediante
comparagao dos espectros de massas e
indice de tempo de retengao coletados
com a biblioteca de referéncia do banco
de dados metabolémicos, GDM databa-
se (Kopka et al., 2005; HummelL et al.,
2007). As diretrizes para identificagdo
de metabdlitos supervisionados manual-
mente foram a presenca de, pelo menos,
trés fragmentos de massa especificos
por composto e um desvio do indice de
retencao inferior a 1,5% (Strehmel et al.,
2008).

O processo de detecgdo dos com-
postos usando o software TagFinder
(Luedemann et al., 2008) proporcionou
a extragdo de mais de 200 compostos
nos extratos metandlicos do tecido foliar
de erva-mate, os quais foram coletados
em diferentes horas do dia e ao longo



do ano. Entretanto, somente 96 desses
compostos foram anotados (Tabela 1) e,
com base nas estruturas quimicas dos
compostos, esses foram separados em
13 diferentes classes quimicas. Com re-
lagédo a classificagado é importante men-
cionar que alguns compostos possuem
uma molécula bifuncional (i.e., quando
dois grupos funcionais diferentes estéo
presentes em uma mesma molécula
organica), como etanolamina que possui
0s grupos funcionais amina e hidroxila.
Nos casos bifuncionais optou-se por
aquela em que os grupos funcionais
representassem uma uUnica classe (e.g.,
agucares) ou ainda na literatura espe-
cifica ja tivessem sido classificados em
uma classe especifica (e.g. acido quini-
co, classe ciclitol).

Os acucares (carbohidratos) mo-
nossacarideos presentes nos tecidos
foliares sdo aldoses (6 compostos) e
cetoses (2 compostos) contendo 5 (pen-
tose) e 6 (hexose) atomos de carbono. A
diferenga entre aldose e cetose é a pre-
sencga do grupo funcional aldeido ou ce-
tona, respectivamente (Tabela 1, Garret;
Grisham, 2005). Além dos monossacari-
dos foi identificado 3 dissacarideos e 1
trissacarideo (Tabela 1).

Acucares alcoois (alditdis) sao classi-
ficados assim pela presenca de somente
grupos alcoois nas moléculas (Garrett;
Grisham, 2005). Os alcoois ciclicos
(ciclitéis) também foram classificados
nessa mesma classe, uma vez que o
mio-inositol pode ser classificado tanto
como agucar alcool ciclico ou ciclitol.
Considerando que os compostos acidos
quinico e chiquimico sdao moléculas

Comunicado Técnico n° 458

bifuncionais contendo grupos hidroxilas
e carboxila, esses foram classificados
aqui como ciclitéis (Anderson; Wolter,
1966). Nessas duas classes foram iden-
tificados 5 compostos (Tabela 1).

Os agucares acidos sao derivados
das aldoses produzindo os acidos aldé-
nicos (uma carboxila) ou aldaricos (duas
carboxilas) ou podendo derivar dos
agucares alcoois (e.g., glicerol produ-
zindo acido glicérico) (Garrett; Grisham,
2005). Foram identificados 8 acgucares
acidos sendo que somente dois desses
pertencem ao grupo dos acidos aldari-
cos, o0s acidos galacténico e sacarico
(Tabela 1).

Duas outras classes de agucares
foram encontradas. Os desoxiaguca-
res, monossacarideos no qual um ou
mais grupos hidroxi sdo substituidos
por atomo (s) de hidrogénio (Garrett;
Grisham, 2005), representado pela pre-
senca da fucose, e os anidros agucares
representados  pelo levoglucosano
(Radermacher et al., 2019, Tabela 1).

Aminoacidos sao moléculas, no mi-
nimo, bifuncionais contendo os grupos
carboxila e amina, cuja caracteristica
crucial desses é a formagao de pepti-
deos e proteinas a partir da presenca
dos dois grupos funcionais que sofrem
uma reacdo cabega — cauda (Garrett;
Grisham, 2005). Nos extratos metandli-
cos foram encontrados 12 aminoacidos
(Tabela 1), entretanto o acido pirogluta-
mico raramente é encontrado em protei-
nas e os compostos GABA (acido gama-
aminobutirico), sarcosina e ornitina nao
séo encontrados em proteinas (Garrett;
Grisham, 2005).
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Tabela 1. Relagao dos compostos presentes em extrato metandlico de tecido foliar de erva-mate
coletado em diferentes horas do dia e ao longo do ano.

Compostos'’ GMD? Estruturas moleculares
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ ?H
Arabinose (C5) Analytes/3914b0f2-cac7-49bc-a905- HO X0
91b6e342f219.aspx OH OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ /\/(ﬁ/\
Ribose (C5) Analytes/2fea82f2-b180-4b7e-be29- HO - N0
af06a31c90c7.aspx OH OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ ?H
Xilose (C5) Analytes/f71c5d3e-3d79-4658-842b- HO N N0
f3d61bdfd29d.aspx OH OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ v ?H
Ribulose (C5) Analytes/13f8679e-39b3-4eb8-a869- HO OH
c30aef6bbfa2.aspx Ol
OH OH O
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ " H
Glicose (C6) Analytes/0a2b3536-2245-4c0e-bdbc- HO - ; H
495766eeec67.aspx OH OH
OH OH O
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/sear- :
Manose (C6) ch.aspx#&&query=Mannose+(1MEO- HO\/YK/MH
X)+(5TMS)+MP OH oOH
OH OH O
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ :
Galactose (C6) Analytes/eeab48a8-cd2c-433c-acc8- HOWH
e€5ae59188062.aspx OH OH
OH OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ :
Frutose (C6) Analytes/7e813079-d1aa-4977-8de4- HOWOH
3440b2643efb.aspx OH O
o HO
\ P ,OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ 0—
Sacarose (C12)  Analytes/19eba91e-4d0e-493e-8297- o0 M
3466769c0c1b.aspx HO "
HO" >N "OH
OH

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'’

Galactinol (C12)

Maltose (C12)

Rafinose (C18)

GMD? Estruturas moleculares
OH

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/996989cd-4161-4d87-948f-
3e152ac4d4b0.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/Obb65b2b-76be-4ed5-a03c-
bb659df547a8.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/176f3289-5e77-4e1b-8695-
fa71478f18f9.aspx

Acucares alcoois e ciclitois

Glicerol

Ribitol

mio-Inositol

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ HO on
Analytes/63f6a968-adf6-4473-a616-
56660f46a73c.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ ot

Analytes/507d17f8-ddec-4560-919b- HO OH
b7d729ece611.aspx Ol
OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ HO,, »OH
Analytes/6176bb6d-9d93-4714-b906- |
c7a54e0d3325.aspx HO"" > YoH
OH

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'

Acido quinico

Acido chiquimico

GMD?

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/9506c21a-0f1c-4ef9-9cda-
2e5c46¢1abdc.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/1e0dfe20-fcd1-43df-8de2-
901e95a51523.aspx

©

Estruturas moleculares

H

OH

COOH

o"" OH
OH

Acido glicérico
(C3)

Acido eritrénico
(C4)

Acido trednico
(C4)

Acido ribdnico
(C5)

Acido glucénico
(Ce)

Acido galactarico
(C6)

Acido galacténico
(C6)

Acucares acidos

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/c926563f-1dd6-4eaf-b7ff-
17cf3ab60d21.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/d38a9ed2-81ad-43c6-aeb2-
9abc15999412.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/37ec4174-f358-4860-9d99-
98104be33a70.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/7c14ec5e-9fb4-4512-a2b8-
10bdb5eff326.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/05aee292-e223-48b5-b0b6-
da88d117139d.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/593e644b-68a3-4e67-bab1-
bdd99219e072.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/fd9fb30f-5f8d-486c-815c¢-
90749331bb20.aspx

HO

HO

(0)

OH OH

OH OH

OH

OH

OH

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'’ GMD? Estruturas moleculares
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ ER
Acido sacarico  \ -1 tes/cO8bedbb-ceb5-4886-aadd- HO -~ oH
(C6)
1f8f274a2cef.aspx o OH OH
........ 0. _OH
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ [
Fucose Analytes/8bf35b59-a27b-44fe-ab3a- HO™" . o
162b14d910d0.aspx (E)H
O oH
B-Glicose- http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ /
1,6-anidro Analytes/854cdbea-d411-4b0d-9491- 1}
(levoglucosano)  e4023fb91683.aspx HO %
OH
0
i e http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
'(“:;d‘)’ aspartico  pjoivtes/93d5a750-cac7-403b-89b5- HONOH
2 b3eb0a3a8f83.aspx LS
0 0

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Acido glutamico -1 te.6/0929¢255-892a-4196-b906-

(Glu) 54a5d809fa72.aspx N
; 0
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Alanina (Ala) Analytes/33ca143b-009a-4c92-82cd- \‘/lkOH
355067c664chb.aspx NH,
. NH 0
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ J\
Arginina (Arg) Analytes/a647d4f1-da6c-4884-8091- H,N N/\/\/lkOH
f08ad402155e.aspx s NH,

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

0
OWk
OH
156bcc4aalff.aspx NH,

Asparagina (Asn) Analytes/f994be66-4ef5-4f30-91aa-
NH,

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Fenilalanina (Phe)

Analytes/06b09fc5-90c7-4930-83ef-
36¢c3e3b6e06d.aspx

0
OH
NH,

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'

Glicina (Gly)

Glutamina (GIn)

Serina (Ser)

Treonina (Thr)

Valina (Val)

Acido
piroglutdmico

Acido 4-amino-
butandico (GABA)

Sarcosina

Ornitina

GMD?
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/4ca0f2ad-18d5-4044-8350-
504ffe609b2c.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/2e1fa86a-23d3-4d7d-a386-
38c0d7f9c6aa.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/8f6890fc-0f3f-4f60-980e-
4e3f16e36934.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/e449a211-33fc-45f4-b4f4-
03cde1d4f4bf.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/c3f371a7-0c27-4fe9-90d7-
53f8e8bf963f.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/4f0fa9b6-514f-4f4-98cc-
0009bc08eb80.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
ReferenceSubstances/61d398c6-
51aa-4dba-9785-177e0b91eaaf.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
ReferenceSubstances/926720d8-
3871-4cc0-b85e-98d16a5¢1576.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/86ec8ae9-56be-4891-89ca-
04c1d4820ab7.aspx

Estruturas moleculares

Cafeina

Compostos nitrogenados

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
ReferenceSubstances/6f382797-
2ab1-442b-9e03-caaf91717432.aspx

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'’ GMD? Estruturas moleculares
H (0]
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ N 111 |

Alantoina Analytes/28925d1b-da97-4cc3-8c7c- 2 T( N—H
92e621794bba.aspx o N

H (0]
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ HO

Etanolamina Analytes/3771176a-f95b-494a-8172- gl
e57260ac372c.aspx
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ Ll

Tiramina Analytes/b3e2cf69-7211-4a8f-997c-
6a5e78edadc2.aspx NH,

Acidos organicos
. (¢} (0]
Acido http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
a-cetoalutarico Analytes/1cfd4b4b-db79-44cc-a47e- HO OH
9 7806308fddag.aspx I
OH 0

) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ OH

Acido citrico Analytes/5¢cb91881-3359-4fbb-a8e4- 0 oH
dd2f007f01ba.aspx

HO” 0
0

) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ \/”\

Acido fumarico  Analytes/a6f751bb-bf57-4852-9368- HO\[(\ OH
825eff3c501b.aspx )

. 0

) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Acido malico Analytes/607dbf7c-9714-402b-b03a- HONOH
2cc96dc5ce02.aspx o on

. (0]
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/

Acido oxalico Analytes/Obf5e196-b197-4367-8cd1- HO%OH
178370479a2f.aspx o
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ Q

Acido latico Analytes/99470209-71ef-4ffb- HO oH
95b8-e09125766973.aspx

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'

Acido succinico

GMD?

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/1f4c55c2-6f41-4b79-b994-
aacdfod87c19.aspx

Estruturas moleculares

HO
OH

4

(cis) Acido cafeico

(trans) Acido
cafeico

(trans) Acido
ferdlico

(trans) Acido-4-
cafeiolquinico

(cis) Acido-3-
cafeiolquinico

(trans) Acido-3-
cafeiolquinico

Compostos fendlicos

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/e41b163a-5274-4b66-a8f6-
7332a0b048a3.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/5f2eb568-4f1c-4241-810d-
95¢2a13093f7.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/0ae47e69-3fa6-471b-bfdf-
af84e4d3201f.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/0292159d-8ee5-4b0b-9756-
17ef4f55263a.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/5bb480fd-2d3a-4b4b-ad0f-
7f689f761079.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/a7805fdf-1028-4275-a8f1-
3620610199f6.aspx

yZ OH
(0]
HO

OH

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos'’

(cis) Acido-5-
cafeiolquinico

(trans) Acido-5-
cafeiolquinico

Campferol

Hidroquinona

Acido 3-hidroxi-
benzodico

Acido 4-hidroxi-
benzodico

GMD?

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/cc50f7e3-1cc3-4de4-a8d0-
efa9254afda5.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/aa690cf2-1ec3-4e0a-99cf-
dd24992eee9a.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/8d39ebd9-83c2-4fc9-b280-
€4907644d03d.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/8b23fe21-6359-4da2-b666-
164e66f4c21d.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/9926508b-c453-4081-b146-
ccec942c106e.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/268378c6-0982-40e1-96ac-
1a26f13758a3.aspx

HO.
HO

Comunicado Técnico n° 458

Estruturas moleculares
OH

OH
HO ;
N o ¢~ COOH
OH
OH
HO_ -
0
\/U\ D‘""COOH
Y OH
OH O

Ho/&i‘\ ‘O
H
H

HO.

T

Acido glicérico-3-
fosfato

Glicose-6-Fosfato

Frutose-6-Fosfato

Organicos fosfatados

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/b68adc4a-a164-498b-8d60-
3b2ad81e217c.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/1c7cf56b-eba8-4080-a6ef-
5138c443b2bf.aspx

http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Analytes/8a5ba2a2-c127-4ae7-81cc-
1daf5f7e2e1f.aspx

H
OH
\
I OH
OH
HO™ i
0
o)
OH
0
o
0
0 0
Ill
HO™\ OH
OH
OH
OH OH
OH

\__O. X

HO™ N

z z O
o] OH OH

OH OH
o H

OH
~ N\
HO o

OH O

Continua...
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Tabela 1. Continuagéo...

Compostos' GMD? Estruturas moleculares
http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ 0

Acido Analytes/e8976ad5-04d7-4042-8897- -~~~y

hexadecandico efcb2calal171.aspx

Acido http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ 0
octadecanéico Analytes/4d17daa9-d912-48d4-b0b6- Woa
11d968190b46.aspx

) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Acido ursdlico Analytes/358e123f-d610-412e-876¢-
d585e77264ed.aspx

Compostos aromaticos

O.__OH
) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Acido benzdico Analytes/17b178c8-9728-450b-a13a-
7cec5fc301c9.aspx
Acido http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ o) OH
1,4-dicarboxilico- Metabolites/d7258d1b-c6d6-4c79- >—©—<
benzéico? 9560-04574b4f8f40.aspx HO o
. 0.__OH
Acido http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ (e
3,4-dicarboxilico- Metabolites/bf2e3aed-aa53-48b5- o
benzéico® 9d29-c248e018c96¢.aspx
) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/
Acido Benzilico Analytes/2d367f6b-d827-4ab7-8bda- @\/ oH
5c6¢7315af7f.aspx
Inorganicos
) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ HO_ _OH
Acido bérico Analytes/e2b4bb4a-ef6a-4fca-ad6d- |
655de1cff81e.aspx OH
) http://gmd.mpimp-golm.mpg.de/ oH
Acido fosférico Analytes/87daec85-6f71-4239-8d48- HO—P—OH
5590da42ce45.aspx o

" Os nomes compostos estédo apresentados (i.e., nomes e estruturas) sem as derivatizagdes usadas para analises por
CG-EM, entretanto as referéncias listadas estdo associadas aos compostos derivatizados; 2 GMD - Golm metabolome
database; * Compostos referenciados nao estéo derivatizados.
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Na classe dos compostos nitroge-
nados estdo presentes varias classes
quimicas, sendo a presenga do atomo
de nitrogénio o ponto em comum (Tabela
1). Destaca-se a presenca da cafeina
(classe das xantinas), um importante
composto nos tecidos foliares da erva-
-mate, onde pode ser encontrado em
alta concentragéo, em geral 1% a 2% de
tecido seco (Heck; De Mejia, 2007).

A maioria dos acidos organicos pre-
sentes nos tecidos da erva-mate encon-
tram-se em suas formas anibnicas, no
ciclo do acido citrico (Ciclo de Krebs),
sendo esses 0s acidos a-cetoglutarico,
citrico, fumarico e malico (Tabela 1). E
importante salientar a presenga do acido
succinico, um regulador da rota da SAM
(S-adenosil-metionina (Ashihara et al.,
2008)), principal rota para obtencéo de
cafeina e seus derivados.

Compostos fendlicos ou polifendis sdo
uma das classes quimicas identificadas
frequentemente em plantas, e sao reco-
nhecidos como antioxidantes naturais
(Tanase, 2019). Os derivados do cafeiol
sao os constituintes majoritarios nos
tecidos foliar de erva-mate (Heck; De
Mejia, 2007), aqui representados nos
extratos metandlicos, nos isbmeros cis
e trans dos acidos cafeico, 3-cafeiolqui-
nico, 4-cafeiolquinico e 5-cafeiolquinico
(Tabela 1). E interessante mencionar
que a analise dos acidos dicafeiolqui-
nicos nao é possivel com a técnica de
cromatografia gasosa usada, devido
as suas elevadas massas molecula-
res. Como compostos fendlicos sao
aqueles que contém anéis aromaticos
hidroxilados, a hidroquinona e os acidos

Comunicado Técnico n° 458

3-hidroxi-benzoéico e 4-hidroxi-benzodico
estdo presentes nessa classe, embora
nao exista evidéncia que atuem como
antioxidantes naturais.

Outras quatro classes de compos-
tos foram criadas com a presenga de
poucos compostos nelas: (i) compostos
fosfatados, (ii) lipidios, (iii) compostos
aromaticos e (iv) composto inorganicos
(Tabela 1). A fosforilagdo de agucares
esta diretamente ligada a glicdlise e
sdo importantes na rota biossintética
de amido e glicose (Taiz; Zeiger, 2013).
Os lipidios sao moléculas que possuem
baixa solubilidade em agua e contém
alto teor de hidrocarbonetos, aqui desta-
ca-se o acido ursdlico, um componente
das saponinas triterpénicas presente em
tecido foliar de erva-mate (Gosmann et
al., 1995). Os compostos aromaticos de-
tectados apresentam um unico anel ben-
zénico e, além do acido benzoico que
pode estar associado a sintese do acido
salicilico (Lee et al., 1995), os demais
compostos ndo apresentam uma fungao
especifica em tecidos foliares. Por fim,
0s compostos inorganicos presentes
(i.e., fosforo e boro) sédo nutrientes iden-
tificados nos tecidos.

Em resumo, a analise de compostos
polares via CG-EM do tecido foliar adul-
to de erva-mate possibilitou a detecgéo
de um grande numero de compostos,
sendo que 96 compostos foram anota-
dos. Entretanto, é importante salientar
que, com uma técnica analitica isolada,
nao & possivel detectar todos os com-
postos presentes em uma determinada
amostra e que essa possui suas limi-
tagbes. De qualquer forma, a relagéo
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dos compostos listados nesse trabalho
acrescenta ao numero de compostos
presentes no tecido foliar de erva-mate,
0 que é de importancia fundamental para
a compreensao da fisiologia da espécie
e para a busca por novos compostos
bioativos.
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