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A erva-mate (Ilex paraguariensis 
A.St.-Hil.) é uma espécie nativa da 
América do Sul e tradicionalmente con-
sumida como bebida em chás e chimar-
rão. Desde os primeiros relatos de seu 
consumo por indígenas da etnia Guarani 
até os modelos de consumo atuais, a 
erva-mate tem tido papel central na evo-
lução socioeconômica e cultural dos po-
vos que habitam a América do Sul. Em 
países como Argentina, Brasil, Paraguai 
e Uruguai, seu consumo se tornou ex-
pressão cultural (Gan et al., 2018).

Ao longo das décadas, cientistas 
começaram a desvendar os segredos 
que levaram a erva-mate a se tornar 
uma espécie tão atrativa. Suas folhas 
contêm compostos antioxidantes (Berté 
et al., 2011), anti-inflamatórios (Gomez-
Juaristi et al., 2018) e são eficazes con-
tra o dano oxidativo ao DNA (Mejia et al., 
2005), possuindo potencial para eliminar 
os radicais livres (Riachi et al., 2018). O 
consumo de erva-mate também é um 
método eficaz e econômico de preven-
ção contra doenças cardiovasculares 
(Gebara et al., 2017). 

Essas propriedades requeridas em 
diversos alimentos funcionais e fárma-
cos são atribuídas aos compostos bioati-
vos presentes nas folhas dessa espécie. 
As principais classes químicas bioativas 
presentes são metilxantinas (por exem-
plo, teobromina, cafeína) e compostos 
fenólicos, tais como flavonoides (por 
exemplo, kampeferol e rutina) e ácidos 
cafeoilquínico (por exemplo, 3-cafeoil-
quínico [3-CQA], 4-cafeoilquínico [4-
CQA], 5-cafeoilquínico [5-CQA] ácidos, 
3,4-dicafeoilquínico, 3,5-dicafeoilquínico 
[3,5-DQA], ácidos 4,5-dicafeoilquínico) 
(Meinhart et al., 2017).

Visto que há um mercado consoli-
dado de plantio e uso da erva-mate, é 
possível pensar num modelo alternativo 
de processamento das folhas para ob-
tenção dos compostos individualizados, 
baseado nos conceitos da biorrefinaria 
e economia circular. Assim, este co-
municado visa apresentar um método 
eficiente para a separação de extratos 
hidrofílicos e lipofílicos e de compostos 
fenólicos e açúcares advindos do extrato 
hidrofílico (Figura 1).
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As folhas de erva-mate foram 
colhidas em plantios experimentais 
da Embrapa Florestas, situados em 
Colombo, PR. Essas folhas foram secas 

Extração por solvente em 
extrator tipo Soxhlet

Figura 1. Diagrama esquemático da metodologia.

em micro-ondas por 6 minutos, com 
intervalos de 1 minuto, até total desidra-
tação, para evitar a rápida oxidação e, a 
partir delas, foram realizadas extrações 
em equipamento Soxhlet (Figura 2), 
utilizando-se primeiramente o solvente 
orgânico hexano. 
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Figura 2. Extração soxhlet com hexano e água, respectivamente.
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Nessa análise, foram adicionados 4 
g de amostra em um cartucho de celu-
lose e 200 mL de hexano no balão tipo 
refervedor. O conjunto (balão + extrator 
+ condensador) foi conectado e colocado 
em chapa de aquecimento. A extração foi 
realizada por 6 horas ou até a clarifi cação 
do solvente. Após a extração, as folhas 
foram secas sob temperatura de 100 °C 
e o teor de extrativos lipofílicos foi deter-
minado por gravimetria (Equação 1).

Extrativos em hexano (%) = x 100
mantes da extração - mapós a extração

mantes da extração
(1)

Extrativos em água (%) = x 100
mantes da extração - mext lipofílico - mlivres de extrativos

mantes da extração
(2)

A partir das folhas secas e livres de 
extrativos solúveis em hexano, foi reali-
zada uma nova extração em soxhlet utili-
zando água como solvente até extração 
total dos componentes hidrofílicos. O 
extrato fi nal em cada uma das extrações 
foi armazenado para análises posterio-
res. O teor de extrativos em água foi 
calculado (Equação 2) após a secagem 
das folhas livres de extrativos em estufa 
sob temperatura de 100 °C.
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O extrato lipofílico foi lavado com 
água deionizada, por três vezes, para 
a retirada de possíveis compostos que 
têm maior afinidade com a água, tais 
como açúcares. Para isso, foi tomada 
uma alíquota de 3 mL do extrato lipofí-
lico e adicionou-se 2 mL de água deio-
nizada em um tubo de ensaio, o qual foi 
misturado em vórtex por 30 segundos e, 
em seguida, centrifugado a 3.000 rpm 
durante 60 segundos. Esse procedimen-
to foi realizado em triplicata. 

A quantificação do teor de clorofila 
na fração lipofílica foi realizada por es-
pectroscopia no UV-visível. A clorofila a 
foi deteminada de acordo com o método 
proposto por Zhang et al. (2009), no qual 
uma alíquota de 4 mL do extrato lipofílico 
foi medida em um espectrofotômetro da 
Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240). A ab-
sorbância do extrato lipofílico foi medida 
nos comprimentos de onda de 663 nm 
e 645 nm, utilizando-se como “branco” 
o solvente orgânico hexano. A análise 
foi realizada em triplicata e o resultado 
expresso em mg de clorofila por litro de 
extrato (Equação 3).

A fase aquosa foi analisada por 
meio de cromatografia iônica, utilizando 
uma curva de calibração construída de 
0,5 mg L-1 a 10 mg L-1 para glucose (R²: 
0,9997), 0,5 mg L-1 a 10 mg L-1 para 

Fracionamento e 
caracterização do extrato 
lipofílico

Teor de clorofila (mg⁄L) = 20,31 (abs 645 nm) + 8,05 (abs 663 nm) (3)

O extrato hidrofílico foi fracionado 
utilizando-se uma coluna C18 (Figura 
3). Nesse processo, as colunas C18 
foram ambientadas primeiramente com 
3 mL de acetato de etila, seguido por 
3 mL de etanol e, por fim, com 3 mL 
de água, ficando em repouso por 5 
minutos para secagem. Após este pe-
ríodo, foi adicionado 1,5 mL do extrato 
hidrofílico da erva-mate, previamente 
acidificado para pH 1, utilizando-se o 
ácido fosfórico 85%. Também 3 mL de 
água foram adicionados na coluna C18 
após a passagem do extrato, cuja parte 
aquosa contendo açúcares foi coletada 
em frasco para análises posteriores. Os 
compostos fenólicos que foram adsorvi-
dos pela coluna C18 foram dessorvidos 
utilizando 3 mL de etanol 99%, para a 
obtenção dos compostos fenólicos, que 
possuem maior afinidade com o álcool 
do que com a água.

Fracionamento e 
caracterização do extrato 
aquoso

sacarose (R²: 0,9998) e de 1,5 mg L-1 
a 10 mg L-1 para frutose (R²: 0,9962). 
Para as medidas foi utilizada uma colu-
na Carbo Pac PA 20 (4 mm x 250 mm 
e temperatura de 30 °C), com NaOH 
300 mM como eluente, numa vazão de 
0,5 mL min-1.
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O extrato hidrofílico e os produtos 
da separação da coluna C18 (fração 
aquosa e a fração etanólica) foram ana-
lisados quanto ao teor de açúcares, utili-
zando-se cromatografi a iônica, median-
te uma curva de calibração construída 
de 0,5 mg L-1 a 10 mg L-1 para glucose 
(R²: 0,9997), 0,5 mg L-1 a 10 mg L-1 para 
sacarose (R²: 0,9998) e de 1,5 mg L-1

a 10 mg L-1 para frutose (R²: 0,9962). 
Para as medidas foi utilizada uma colu-
na Carbo Pac PA 20 (4 mm x 250 mm 
e temperatura de 30 °C), com NaOH 
300 mM como eluente, numa vazão de 
0,5 mL min-1.

O conteúdo de compostos fenólicos 
totais foi determinado pelo método 
Folin-Ciocalteu, conforme descrito 
por Singleton e Rossi (1965). Para 
isso, foi realizada uma reação entre 
o extrato analisado com o reagente 
Folin-Ciocalteu e o carbonato de sódio 
(Na2CO3 15%), numa proporção 1:4 
entre os reagentes. Após duas horas 

de reação, a absorbância foi medida a 
760 nm, utilizando um espectrofotôme-
tro Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240) 
e cubetas de quartzo, tendo como 
“branco” todos os reagentes, menos o 
extrato. O teor de fenólicos totais foi de-
terminado por meio de interpolação da 
absorbância das amostras contra uma 
curva de calibração construída com 
padrões de ácido gálico (10 μg mL-1 a 
350 μg mL-1) e expressos como miligra-
mas equivalentes de ácido gálico por 
grama de extrato.

Validação do método

A extração com solventes produziu 
dois extratos: um lipofílico e um aquo-
so. No lipofílico, o solvente utilizado foi 
o hexano, cuja fração foram extraídos 
cerca de 11% da matéria contida nas 
folhas (Tabela 1). O rendimento obtido 

Figura 3. Método de 
separação dos açúcares e 

polifenóis.  
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foi semelhante ao reportado por Valduga 
et al. (2016), aproximadamente 10% 
em base seca. O método de extração 
por soxhlet foi mais eficiente que outros 
métodos de extração de compostos 
apolares da erva-mate, com o uso de 
hexano. Por exemplo, folhas maceradas 
e extraída com o solvente sob agitação 
produziu rendimento de 2,4%, e quando 
usado ultrassom o rendimento foi 2,9% 
(Jacques et al., 2006). Isso se deve ao 
fato da extração em soxhlet ser sempre 
realizada pelo solvente limpo, ou seja, 
livre de extrativos, pois o solvente é 
constantemente destilado e, em segui-
da, condensado na parte central do so-
xhlet. Esse processo evita a saturação 
do solvente tal como aquela ocorrendo 
nos métodos de extração citados.

O extrato obtido apresentava a cor 
verde, provavelmente devido à presença 
de clorofila, na concentração de 4 mg L-1. 

Tabela 1. Rendimento de extrativos das folhas de erva-mate em he-
xano e água, teor de clorofila no extrato lipofílico

Parâmetro Conteúdo
Teor de extrativos em hexano (%) 11 ± 1
Teor de extrativos em água (%) 44 ± 1
Concentração de clorofila no extrato lipofílico (mg/L) 4 ± 1

Tabela 2. Concentração de açucares presentes no extrato aquoso 
e quantidade recuperada na separação por coluna.

Açúcar Extrato aquoso 
 (mg L-1)

Fração aquosa
 (mg L-1) Recuperado (%)

Glicose 3,1 1,8 57
Sacarose 54,0 24,0 45
Frutose 8,3 8,6 100

O extrato lipofílico foi lavado com água e 
a fração aquosa obtida foi analisada por 
cromatografia iônica, para a quantifica-
ção dos açúcares. Contudo, não foram 
identificadas quantidades relevantes de 
açúcares.

O outro extrato foi obtido em água, 
sendo extraído 44% da massa das 
folhas. Rendimento semelhante ao do 
presente trabalho foi encontrado por 
Aliabadi et al. (2020) (42% em base 
seca). Esse extrato, então, foi analisado 
por cromatografia iônica, para quantifi-
car os açúcares presentes. A sacarose 
foi encontrada em maior quantidade 
(54 mg L-1), glicose e frutose em quan-
tidades menores (Tabela 2). Na separa-
ção dos açucares dos compostos fenóli-
cos por meio da separação por coluna, 
toda a frutose presente foi recuperada. 
Contudo, o mesmo não ocorreu com a 
glicose e com a sacarose, tendo sido 
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Tabela 3. Concentração de compostos fenólicos, expressos em equiva-
lente ao ácido gálico, presentes no extrato aquoso e quantidade recupe-
rada na separação por coluna.

Açúcar Concentração (mg L-1) Recuperado (%)
Extrato aquoso 4,0 ± 0,2 -
Fração aquosa 0,2 ± 0,1 4,4 ± 3,6
Fração etanólica 3,7 ± 0,2 92 ± 4
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