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

Ao longo das décadas, cientistas
comegaram a desvendar os segredos
que levaram a erva-mate a se tornar
uma espécie tao atrativa. Suas folhas
contém compostos antioxidantes (Berté
et al., 2011), anti-inflamatdrios (Gomez-
Juaristi et al., 2018) e sao 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 econbémico de preven-
¢ao contra doengas cardiovasculares
(Gebara et al., 2017).

Essas propriedades requeridas em
diversos alimentos funcionais e farma-
cos séo atribuidas aos compostos bioati-
vos presentes nas folhas dessa espécie.
As principais classes quimicas bioativas
presentes sdo metilxantinas (por exem-
plo, teobromina, cafeina) e compostos
fendlicos, tais como flavonoides (por
exemplo, kampeferol e rutina) e acidos
cafeoilquinico (por exemplo, 3-cafeoil-
quinico [3-CQA], 4-cafeoilquinico [4-
CQA], 5-cafeoilquinico [5-CQA] acidos,
3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico
[3,5-DQA], acidos 4,5-dicafeoilquinico)
(Meinhart et al., 2017).

Visto que ha um mercado consoli-
dado de plantio e uso da erva-mate, é
possivel pensar num modelo alternativo
de processamento das folhas para ob-
tencdo dos compostos individualizados,
baseado nos conceitos da biorrefinaria
e economia circular. Assim, este co-
municado visa apresentar um método
eficiente para a separacao de extratos
hidrofilicos e lipofilicos e de compostos
fendlicos e agucares advindos do extrato
hidrofilico (Figura 1).



Método de fracionamento de extratos de erva-mate e separagdo dos compostos ... 3

Folha verde

Inativagdo de compostos
em micro-ondas

Folha “tratada”

Extragao
em soxhlet Folha extraida
com hexano

Extragcao
Extrato lipofilico em soxhlet
com agua

Folha livre
extrativos

Teor de clorofila
por UV-Visivel

Lavagem com agua (trés vezes)

Fase aquosa Extrato hidrofilico

Separagao
em coluna Agucares
C18

Caracterizagao por
Cromatografia ibnica

Lavagem com EtOH 99%

Compostos

o Caracterizagao por
fendlicos gao p

Cromatografia
ibnica e UV-visivel

Figura 1. Diagrama esquematico da metodologia.

Extragao por solvente em em micro-ondas por 6 minutos, com
extrator tipo Soxhlet intervalos de 1 minuto, até total desidra-

tacdo, para evitar a rapida oxidacao e, a

As folhas de erva-mate foram partir delas, foram realizadas extragdes
colhidas em plantios experimentais em equipamento Soxhlet (Figura 2),
da Embrapa Florestas, situados em utilizando-se primeiramente o solvente

Colombo, PR. Essas folhas foram secas organico hexano.



Fotos: Autor: Aline Krolow Soares
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Figura 2. Extracdo soxhlet com hexano e agua, respectivamente.

Nessa analise, foram adicionados 4
g de amostra em um cartucho de celu-
lose e 200 mL de hexano no baldo tipo
refervedor. O conjunto (baldo + extrator
+ condensador) foi conectado e colocado
em chapa de aquecimento. A extragao foi
realizada por 6 horas ou até a clarificagao
do solvente. Apds a extragdo, as folhas
foram secas sob temperatura de 100 °C
e o teor de extrativos lipofilicos foi deter-
minado por gravimetria (Equacéo 1).

m o=
antes da extrag¢do

A partir das folhas secas e livres de
extrativos soluveis em hexano, foi reali-
zada uma nova extracdo em soxhlet utili-
zando agua como solvente até extracéo
total dos componentes hidrofilicos. O
extrato final em cada uma das extragoes
foi armazenado para analises posterio-
res. O teor de extrativos em agua foi
calculado (Equacéao 2) apdés a secagem
das folhas livres de extrativos em estufa
sob temperatura de 100 °C.

Extrativos em hexano (%) =

mantes da extragdo -

ma 0s a extrag¢do
pisaeirasio 100 (1)

antes da extra¢do

Extrativos em agua (%) =

m ext lipofilico - mlivres de extrativos X 100 (2)

m N
antes da extragdo
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Fracionamento e
caracterizacao do extrato
lipofilico

O extrato lipofilico foi lavado com
agua deionizada, por trés vezes, para
a retirada de possiveis compostos que
tém maior afinidade com a agua, tais
como agucares. Para isso, foi tomada
uma aliquota de 3 mL do extrato lipofi-
lico e adicionou-se 2 mL de agua deio-
nizada em um tubo de ensaio, o qual foi
misturado em vértex por 30 segundos e,
em seguida, centrifugado a 3.000 rpm
durante 60 segundos. Esse procedimen-
to foi realizado em triplicata.

A quantificacdo do teor de clorofila
na fracao lipofilica foi realizada por es-
pectroscopia no UV-visivel. A clorofila a
foi deteminada de acordo com o método
proposto por Zhang et al. (2009), no qual
uma aliquota de 4 mL do extrato lipofilico
foi medida em um espectrofotdmetro da
Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240). A ab-
sorbancia do extrato lipofilico foi medida
nos comprimentos de onda de 663 nm
e 645 nm, utilizando-se como “branco”
0 solvente organico hexano. A analise
foi realizada em triplicata e o resultado
expresso em mg de clorofila por litro de
extrato (Equacao 3).

A fase aquosa foi analisada por
meio de cromatografia idnica, utilizando
uma curva de calibragao construida de
0,5 mg L' a 10 mg L' para glucose (R
0,9997), 0,5 mg L' a 10 mg L' para

sacarose (R% 0,9998) e de 1,5 mg L™
a 10 mg L para frutose (R 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 vazao de
0,5 mL min-'.

Fracionamento e
caracterizacao do extrato
aquoso

O extrato hidrofilico 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 agua, ficando em repouso por 5
minutos para secagem. Apods este pe-
riodo, foi adicionado 1,5 mL do extrato
hidrofilico da erva-mate, previamente
acidificado para pH 1, utilizando-se o
acido fosférico 85%. Também 3 mL de
agua foram adicionados na coluna C18
apos a passagem do extrato, cuja parte
aquosa contendo agucares foi coletada
em frasco para analises posteriores. Os
compostos fendlicos que foram adsorvi-
dos pela coluna C18 foram dessorvidos
utilizando 3 mL de etanol 99%, para a
obtengao dos compostos fendlicos, que
possuem maior afinidade com o alcool
do que com a agua.

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



Figura 3. Método de
separagao dos agucares e
polifendis.

O extrato hidrofilico e os produtos
da separagdo da coluna C18 (fragéao
aquosa e a fragéo etandlica) foram ana-
lisados quanto ao teor de agucares, utili-
zando-se cromatografia ibnica, median-
te uma curva de calibragdo construida
de 0,5 mg L' a 10 mg L para glucose
(R% 0,9997), 0,5 mg L"a 10 mg L para
sacarose (R% 0,9998) e de 1,5 mg L™
a 10 mg L' para frutose (R* 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 vazéo de
0,5 mL min-'.

O conteudo de compostos fendlicos
totais foi determinado pelo método
Folin-Ciocalteu, conforme  descrito
por Singleton e Rossi (1965). Para
isso, foi realizada uma reagédo entre
0 extrato analisado com o reagente
Folin-Ciocalteu e o carbonato de sdédio
(Na,CO, 15%), numa proporgdo 1:4
entre os reagentes. Apos duas horas
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de reagéao, a absorbancia foi medida a
760 nm, utilizando um espectrofotdme-
tro Shimadzu (Modelo UV-Mini 1240)
e cubetas de quartzo, tendo como
“branco” todos os reagentes, menos o
extrato. O teor de fendlicos totais foi de-
terminado por meio de interpolagédo da
absorbéancia das amostras contra uma
curva de calibragdo construida com
padrées de acido galico (10 ug mL" a
350 pg mL") e expressos como miligra-
mas equivalentes de acido galico por
grama de extrato.

Validagao do método

A extracdo com solventes produziu
dois extratos: um lipofilico e um aquo-
so. No lipofilico, o solvente utilizado foi
o hexano, cuja fracdo foram extraidos
cerca de 11% da matéria contida nas
folhas (Tabela 1). O rendimento obtido
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Tabela 1. Rendimento de extrativos das folhas de erva-mate em he-
xano e agua, teor de clorofila no extrato lipofilico

Parametro Contetudo

Teor de extrativos em hexano (%)
Teor de extrativos em agua (%)

11
44 + 1

Concentragédo de clorofila no extrato lipofilico (mg/L) 4+1

foi semelhante ao reportado por Valduga
et al. (2016), aproximadamente 10%
em base seca. O método de extracao
por soxhlet foi mais eficiente que outros
métodos de extracdo de compostos
apolares da erva-mate, com o uso de
hexano. Por exemplo, folhas maceradas
e extraida com o solvente sob agitagdo
produziu rendimento de 2,4%, e quando
usado ultrassom o rendimento foi 2,9%
(Jacques et al., 2006). Isso se deve ao
fato da extracdo 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 saturagéo
do solvente tal como aquela ocorrendo
nos métodos de extragao citados.

O extrato obtido apresentava a cor
verde, provavelmente devido a presenca
de clorofila, na concentragdo de 4 mg L.

O extrato lipofilico foi lavado com agua e
a fracdo aquosa obtida foi analisada por
cromatografia idnica, para a quantifica-
¢ao dos agucares. Contudo, ndo foram
identificadas quantidades relevantes de
agucares.

O outro extrato foi obtido em agua,
sendo extraido 44% da massa das
folhas. Rendimento semelhante ao do
presente trabalho foi encontrado por
Aliabadi et al. (2020) (42% em base
seca). Esse extrato, entao, foi analisado
por cromatografia ibnica, para quantifi-
car 0s agucares presentes. A sacarose
foi encontrada em maior quantidade
(54 mg L"), glicose e frutose em quan-
tidades menores (Tabela 2). Na separa-
¢ao dos agucares dos compostos fenoli-
cos por meio da separagao por coluna,
toda a frutose presente foi recuperada.
Contudo, o0 mesmo nao ocorreu com a
glicose e com a sacarose, tendo sido

Tabela 2. Concentragéo de agucares presentes no extrato aquoso
e quantidade recuperada na separagao por coluna.

Extrato aquoso

Fracao aquosa

Acucar (mg L)
Glicose 3,1
Sacarose 54,0
Frutose 8,3

(mg L') Recuperado (%)
1,8 57
24,0 45

8,6 100




recuperados 57% da glicose e 45% da
sacarose. Provavelmente, esse baixo
valor de recuperagao se deveu a maior
interacdo desses agucares com a colu-
na. Portanto, para obter maior eficiéncia
no processo de separagao, € necessario
um maior numero de eluigcdes com o
solvente utilizado (agua).

Quanto aos compostos fendlicos me-
didos pelo método de Folin-Ciocalteu,
foram encontrados valores da ordem de
4 mg L' equivalentes ao do acido galico
(Tabela 3). Além disso, ocorreu a recu-
peracao de praticamente todo o material
presente na solugao inicial, sendo que a
maioria (mais de 92%) ficou concentrada
na fragdo etandlica, mostrando assim a
eficiéncia na separagao dos compostos
fendlicos dos agucares presentes no
extrato aquoso.

Consideracoes finais

O método apresentado se mostrou
eficiente para a extragdo dos compostos
lipofilicos e hidrofilicos presentes nas
folhas de erva-mate.
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