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RESUMO

A erva mate é uma planta muito consumida no Brasil, principalmente na regido sul, usada no
preparo do chimarrdo, tereré e cha mate. Sua composicdo quimica é complexa e seus
compostos possuem diversos efeitos benéficos, como acdo antioxidante, anti-inflamatdria e
estimulante. Porém podem possuir antraquinonas, as quais apresentam atividades
mutagénicas, que causam danos a saude. Assim, este trabalho teve como objetivo investigar a
presenca de antraquinonas no extrato metanolico de erva-mate, obtido através de extracdo por
Soxhlet, sequido do particionamento com diclorometano. As fragdes obtidas foram analisadas
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(UPLC-QTOF-MSE). Embora ndo tenha sido identificado antraquinonas no extrato de erva-
mate analisado, foi possivel sugerir a presenca de compostos de outras classes, como acidos
fendlicos e saponinas. Foi possivel também verificar que alguns dos compostos que estavam

presentes no extrato metanol ndo estavam presentes na particao diclorometano.

Palavras-chave: Erva-mate. llex paraguariensis. Antraquinonas. UPLC-QTOF-MSE.



ABSTRACT
Yerba mate is a plant widely consumed in Brazil, especially in the southern region, used in the
preparation of mate, tereré and mate tea. Its chemical composition is complex and its
compounds have several beneficial effects, such as antioxidant, anti-inflammatory and
stimulating action. However, they may have anthraquinones, which have mutagenic activities
that cause damage to health. Thus, this study aimed to investigate the presence of
anthraquinones in the methanolic extract of yerba mate, obtained by Soxhlet extraction,
followed by partitioning with dichloromethane. The obtained fractions were analyzed using
high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometry (UPLC-QTOF-MSE).
Although anthraquinones were not identified in the yerba mate extract analyzed, it was
possible to suggest the presence of compounds of other classes, such as phenolic acids and
saponins. It was also found that some of the compounds that were present in the methanol

extract were not present in the dichloromethane partition.

Keywords: Yerba mate. Ilex paraguariensis. Anthraquinones . UPLC-QTOF-MSE.
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1 INTRODUCAO

A llex paraguariensis € uma planta da familia Aquifoliaceae nativa da América do Sul.
E mais difundida na regido sul do Brasil, onde recebeu o nome de erva-mate, sendo bastante
utilizada no preparo do chimarréo, bebida bastante popular na cultura desta regido, assim
como outras bebidas, como tereré e chd mate. Com isso, essa planta assume um papel
socioecondémico importante para as propriedades rurais que a produzem (GNOATTO et al.,
2007).

As bebidas produzidas com a erva-mate possuem propriedades estimulantes,
isotdnicas e digestivas. Seu consumo ¢ feito de forma diferenciada para cada tipo de bebida, o
chimarrdo utiliza 4gua quente na infusdo, ja o tereré é em agua fria (GERKE et al., 2017).

A composi¢do quimica da erva-mate é bem complexa, dentre os compostos ja
identificados estdo compostos fendlicos, xantinas e saponinas. Esses compostos ddo a erva-
mate caracteristicas nutricionais e medicinais, como atividades antioxidantes, diuréticas, anti-
inflamatdrias e estimulantes (BURRIS et al., 2012).

As antraquinonas sdo definidas como substancias fendlicas, muito presentes na
natureza, encontradas principalmente em plantas e bactérias. A principal atividade que esses
compostos exercem € a acao laxativa, além de serem antioxidantes. Porém, estudos mostram
que elas podem apresentar atividade mutagénica (SILVA et al, 2018). Para determinar esses
compostos, métodos como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada com
espectrometria de massas sdo utilizados (AICHNER et al., 2015).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma técnica de separagdo que se baseia na
diferenca de velocidade de migracdo de compostos ao passarem por uma fase estacionaria.
Para a identificacdo desses compostos, essa técnica € acoplada a um espectrometro de massas.
A espectrometria de massas se baseia na conversdo de moléculas em ions em fase gasosa que
sdo separados no espectrometro de acordo com a sua massa/carga, para identificar sua
estrutura (SKOOG et al., 2006).

Por ser bastante consumida na forma de bebidas, é essencial ter informacGes sobre a
composicao da erva-mate e quais atividades essa planta desempenha no organismo. Por conta

disso, se faz necessario investigar a presenca de antraquinonas em erva-mate.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Erva-mate

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hill) € uma espécie nativa do sul do Brasil e
paises ao redor, sendo utilizada no preparo do chimarrdo e tereré, presentes na cultura dos
gauchos. O alto consumo da erva pela populacdo resulta numa grande fonte de emprego e
renda para os moradores dessa regido (ASSIS JACQUES, 2005). Produtos derivados da erva-
mate, como por exemplo o chd-mate, ndo sdo tdo representativos no mercado alimenticio
(SCHUBERT et al., 2006).

Figura 1. Folhas de erva-mate e uma de suas aplicagdes, 0

chimarrao.

Fonte: Caixa colonial, 2017.

A erva-mate processada a partir de folhas e pequenos caules gera uma bebida néo
alcodlica que é consumida em substituicdo ao café, por possuir cafeina em sua composicéo
(BURRIS et al., 2012). Pode ser considerada uma bebida estimulante tanto para atividades
fisicas quanto mentais e sua acdo estimulante é considerada mais prolongada que a do café e
ndo deixa efeitos colaterais, como irritabilidade. Além do setor de bebidas, a planta também é
utilizada nos setores de cosmeéticos, medicamentos e em estudos fitoquimicos (ASSIS
JACQUES, 2005).

2.2. Composicdo quimica da erva-mate

Segundo a literatura, a erva-mate apresenta compostos fendlicos, xantinas, saponinas e

minerais que possuem atividades farmacol6gicas. Estudos com a planta mostraram que 0s



metabolitos presentes na erva-mate podem ter atividade antioxidante, diurética, estimulante,
dentre outras (BURRIS et al., 2012).

A variacdo da composicdo quimica da erva-mate pode ocorrer por alguns fatores,
como o estagio evolutivo da planta até a colheita, além de condi¢bes de clima e solo
(BURRIS et al., 2012).

2.2.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos possuem em sua estrutura um anel benzénico ligado a uma ou
mais hidroxilas. Eles atuam como antioxidantes e possuem funcdes de defesa nas plantas,
além de prevenir contra oxidacédo lipidica, que sdo reacGes responsaveis pela deterioracdo de
alimentos (BASTOS et al., 2007). So considerados os metabolitos mais bioativos presentes
na erva-mate (BURRIS et al., 2012).

Em sua maior parte, ha a presenca do acido cafeoilquinico, acido dicafeoilquinico,
rutina, &cido cafeico, &cido quinico, acido feruloilquinico, como mostra a Figura 2 (BASTOS
et al., 2007).

Figura 2. Estruturas quimicas de compostos fenolicos presentes na erva-mate
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2.2.2 Saponinas

As saponinas sdo compostos glicosidicos com elevada massa molecular, geralmente
solGveis em agua, que possuem atividades anti-inflamatoria e antiparasitaria (BURRIS et al.,
2012).



Elas podem ser classificadas como estereoidais e triterpénicas. Na erva-mate, hd uma

maior variedade do tipo triterpénica, que sdo derivadas dos acidos ursolico e oleandlico como
mostra a Figura 3 (LANCAS, 2009).

Figura 3. Estruturas quimicas das mate saponinas 1 e 3
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2.2.3. Xantinas

As xantinas sdo uma classe de alcaldides, sdo substancias organicas que possuem em
sua estrutura uma funcdo amina e sdo encontradas em diversas plantas, principalmente na
erva-mate. A cafeina, teofilina e teobromina (Figura 4) sdo as responsaveis pelo sabor amargo
e efeitos estimulantes da planta (BURRIS et al., 2012).

Figura 4. Estruturas quimicas da cafeina, teobromina e teofilina
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2.3 Antraquinonas

As antraquinonas sdo definidas como substancias fendlicas, muito presentes na
natureza, sendo encontradas principalmente em plantas e bactérias. Possuem atividades
antifungicas, antibacterianas e laxativas, sendo bastante utilizadas na industria farmacéutica
(MALIK et al, 2016)

As principais antraquinonas estudadas sdo a emodina, O-crisofanol, parietina, aloe-
emodina e reina, como mostra a Figura 5.

Figura 5. Estruturas quimicas de algumas antraquinonas.
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O mecanimos de acdo laxativo da emodina ocorre aravés da clivagem da emodina
glicosidica pelas bactérias presentes no intestino, liberando-a para atuar direta ou
indiretamente nas células epiteliais do célon. Com isso, as células musculares sub-lisas sdo
ativadas, sendo contraidas (SRINIVAS et al., 2007).

Apesar de possuir atividades benéficas, as antraquinonas tambeém podem apresentar
atividades mutagénicas como mostra os estudos feitos por GUO et al., 2014 para emodina,
aloe-emodina e crisofanol em extrato de aloe vera e Miller et al., (1996) em que linfomas
foram induzidos em ratos utilizando também a aloe-emodina e emodina. Por conta disso, se

faz necessario controle destes compostos em alimentos/bebidas para o consumo.

2.4 Método de extracao

As técnicas de extracdo sdo utilizadas para facilitar a analise de compostos de

interesse, se baseando pela polaridade deles. Dentre elas, as mais utilizadas sdo as técnicas de



extracdo solido-liquido e liquido-liquido.

2.4.1 Extracéo solido-liquido

A extracdo solido-liquido é utilizada para separacdo de componentes em uma mistura.
O processo de extracdo continua consiste em transferir os componentes de uma fase solida
para uma fase liquida. Um exemplo de extracdo continua é o sistema de extracdo utilizando
Soxhlet (Figura 6). O processo comegca com 0 aquecimento do solvente em um baldo até
entrar em ebulicdo, o vapor formado sobe pelo tubo lateral até chegar ao condensador, onde é
condensado e posteriormente goteja no extrator cobrindo o cartucho em que estad o material
solido, solubilizando os compostos. Quando o nivel do solvente atinge o sifdo, o solvente
volta para o baldo, levando consigo as substancias solubilizadas. O processo é repetido
durante algumas horas até exaustdo do soluto, permitindo a troca de solvente e a obtencédo de
uma boa quantidade de compostos que se deseja extrair (CASTRO, 2010).

Figura 6. Representacdo de um sistema de extracdo por Soxhlet.

Fonte: Autor
Esse processo € utilizado quando se quer utilizar pouco solvente para uma extracao
eficiente, evitando gastos desnecessarios, apesar de precisar passar por uma etapa adicional
para a evaporacdo do solvente. Porém, o aquecimento empregado no processo de extracdo
pode degradar alguns compostos termolabeis, produzindo artefatos (CASTRO, 2010).

2.4.2 Extracdo liquido-liquido

Na extracao liquido-liquido, obtém-se particdes da amostra entre duas fases imisciveis.

A eficiéncia da extracdo vai depender da afinidade dos compostos pelos solventes utilizados,



razdo das fases e a quantidade de extracGes. Possuem como vantagens ser de facil uso, com a
utilizacdo de um funil de separacdo (Figura 7) e 0 uso de varios solventes, aumentando a faixa
de solubilidade e seletividade. Porém como desvantagem, a formacdo de emulsdes, que
dificultam a separacdo das fases (BORDIN et al., 2015).

Figura 7. Representagdo de um sistema de extracdo liquido-liquido

Fonte: Autor
2.5 Cromatografia liquida

A cromatografia € uma técnica muito empregada para separacao, identificacdo e
determinacgfo de compostos em matrizes complexas. E constituida por uma fase mével e outra
estacionaria. A mistura de componentes passa pela fase estacionaria sendo transportada pela
fase modvel e a separacdo ocorre pela diferenca de interacdo entre os segmentos e a fase mével
(SKOOG et al, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou high performance liquid
chromatography - HPLC ¢é mais versatil e utilizada para separar os componentes de materiais
organicos, inorganicos e biolégicos (SKOOG et al, 2006).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (ultra performance liquid chromatography —
UPLC) foi desenvolvida possuindo os mesmos principios de separa¢do por CLAE, porém as
colunas cromatograficas empregadas possuem tamanhos reduzidos de até 15cm e as particulas
da fase estacionaria sdo menores. A maior velocidade da fase movel aumenta a resolucgéo e
detectibilidade dos compostos e resulta numa maior velocidade na analise (MALDANER et
al, 2012).

A obtencdo de informacGes sobre os compostos que saem da coluna é de suma
importancia para uma analise, por conta disso a cromatografia é acoplada a um espectrémetro

de massas. Os compostos sdo eluidos pela coluna cromatografica e sdo detectadas pelo



espectrOmetro de massas. A partir dos espectros de massa é possivel adquirir informacoes que
auxiliam na tentativa de elucidacdo da estrutura e massa molecular, identificando os
compostos presentes na amostra (CHIARADIA., 2008).

2.6 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (EM) ou mass spectrometry (MS) é uma técnica utilizada
para obter informacdes sobre as estruturas dos compostos de interesse.

Para isso, a amostra deve ser convertida em ions em fase gasosa, produzido por uma
fonte de atomizacdo, que permite a obtencdo dos ions a partir de moléculas pouco sollveis ou
termosensiveis. A ionizacao por eletronebulizacdo (eletrospray) é uma das mais utilizadas. O
processo ocorre atraves da conversao da amostra em aerossol, que € introduzida no plasma ou
na chama (SKOOG et al, 2006).

Os ions formados sdo monocarregados positivamente ou negativamente e sao
separados com base na razdo massa/carga (m/z) por um analisador de massas para produzir o
espectro de massas (MS) (SKOOG et al, 2006). Os analisadores de massa podem ser:
quadrupolo, por tempo de vbo, dentre outros. O analisador por quadrupolo é formado por
quatro hastes, em que o0s pares opostos sdo conectados eletricamente, em um determinado
valor de voltagem, ions de determinada m/z atravessam o quadrupolo descrevendo uma
trajetdria estavel. J& o analisador por tempo de vdo baseia-se no principio de que como todos
0s ifons sdo gerados na mesma fonte de ionizacdo, possuem a mesma energia cinética o que as
diferencia é a massa, por isso os ions produzidos sdo acelerados em um “tubo de v60” para
serem identificados (CHIARADIA et al, 2008).

Além do MS, também é possivel produzir o espectro MS/MS, que possui melhor
poder de resolucdo, e utiliza mais de um analisador de massas, em que um deles € utilizado
para isolar o ion de interesse e o outro é usado para fazer uma relagdo entre o ion isolado e
ions gerados através da sua decomposi¢do induzida. O acoplamento do analisador por
quadrupolo com o por tempo de véo é um dos mais utilizados, e é chamado de Q-TOF. Esse
analisador é constituido por dois quadrupolos em série, o primeiro quadrupolo separa o0s ions
por sua m/z, porém o segundo funciona como uma cela de colisdo onde ocorre a fragmentacéo
dos ions selecionados no primeiro quadrupolo e é conectado ao analisador por tempo de véo.
Esse instrumento, também chamado de high resolution mass spectrometry (HRMS) no inglés,
a espectrometria de massas de alta resolucéo detecta os ions que entram no tubo de v6o por

um tempo especifico, por conta de sua velocidade de varredura. (CHIARADIA et al, 2008).



3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- ldentificar a presenca de antraquinonas em extratos de erva-mate.

3.2. Objetivos especificos
- Realizar levantamento bibliografico sobre metabodlitos secundarios presentes na
familia, género e espécie da planta erva-mate.
- Identificar o perfil de metabdlitos secundérios do extrato metanol da erva-mate por
UPLC-HRMS.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal

As folhas da erva-mate utilizadas foram obtidas do banco ativo de germoplasma da
Embrapa Floresta, ja secas. Posteriormente, elas foram moidas utilizando moedor de café da

marca Cadence.
4.2. Obtencao do extrato de erva-mate.

Para obter o extrato, pesou-se aproximadamente 9,0 g da erva-mate triturada
previamente, e transferida para um cartucho para Soxhlet. Em seguida, o sistema de extracdo
foi montado, foram adicionados 150 mL de metanol P.A e o sistema ficou em refluxo por
cerca de 4 horas.

Figura 8. Foto do sistema de extracdo por Soxhlet empregado

Fonte: Autor
Apo6s o fim da extracdo, foi retirada uma aliquota em torno de 5 mL do extrato bruto,

que foi levada para remocéo do solvente utilizando um rotaevaporador.
4.3. Extracdo liquido-liquido

Para a extragdo liquido-liquido foi montado um sistema de parti¢o utilizando um funil
de separacdo, no qual adicionou-se o extrato metandlico de erva-mate (Iltem 4.2), seguida de
100 mL de agua mili-Q e 100 mL de diclorometano P.A.
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O processo de particdo gerou as fragcbes metanol-4gua e diclorometano. A fragéo
oriunda da particio com diclorometano foi concentrada em rotaevaporador. O mesmo
processo foi realizado com a fracdo metanol-agua para remoc¢do do metanol na mistura. A

fracdo aquosa resultante foi liofilizada.
4.4. Preparo de solucdes para analise no espectrometro de massas

Foram preparadas as solugdes do extrato metanol bruto (amostra testemunha) e das
particbes metanol-agua e diclorometano.

Foi retirada uma aliquota (2,3 mg) da particdo diclorometano, que foi solubilizada em
1 mL de acetonitrila LC/MS, filtrada em filtro de seringa PTFE FI 13 MM Allcrom e
transferida para um vial de 1,5 mL.

Para a particdo metandlica, pesou-se aproximadamente 2 mg do material para ser
solubilizado com 1 mL de acetonitrila LC/MS, seguido de filtracdo em PTFE FI 13 MM
Allcrom e transferéncia para um vial de 1,5 mL.

O mesmo procedimento foi empregado com 2,4 mg do extrato bruto, solubilizando-o
com 1 mL de acetonitrila LC/MS, em seguida filtrado com PTFE FI 13 MM Allcrom e

transferido para um vial de 1,5 mL.

4.5. Anélise por UPLC — HRMS

A analise foi realizada em um sistema Acquity UPLC (Waters), acoplado a um sistema
de Quadrupolo/Tempo de Voo (QtoF, Waters) pertencente a Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria - EMBRAPA. As corridas cromatogréficas foram realizadas em uma coluna
Waters Acquity UPLC BEH (150x2,1 milimetros, 1,7 um), temperatura fixa de 40°C, fases
moveis agua com 0,1% de acido formico (A) e acetonitrila com 0,1% de acido formico (B),
gradiente variando de 2% a 95% B (15 min), fluxo de 0,4 mL/min e volume de injecdo de 5
ul.

O modo ESI foi adquirido na faixa de 110-1180 Da, temperatura da fonte fixa a 120
°C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do gas dessolvatacdo de 500 L / h, cone de
extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. O modo ESI* foi adquirido na faixa de 110-
1180 Da, temperatura da fonte fixa de 120 °C, temperatura de dessolvatacdo 350 °C, fluxo do
gas dessolvatacdo de 500 L / h e voltagem do capilar de 3,2 kV. Leucina encefalina foi
utilizada como lock mass. O modo de aquisicdo foi MSE. O instrumento foi controlado pelo
software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, resolveu-se realizar um levantamento bibliografico para identificar as
principais antraquinonas presentes em plantas. A Tabela 1 apresenta as principais
antraquinonas encontradas de acordo com DEITERSEN et al., 2019, PANDITH et al., 2014,

ZHAN et al., 2017.
Tabela 1. Principais antraquinonas em plantas

Antraquinona | Férmula molecular | Massa molar (g mol™) | Massa do ion molecular
Emodina C15H100s 270.0528 269.0450
Reina C15HgOs 284.0321 283.0243
Aloe-emodina C15H100s 270.0528 269.0450
Parietina C16H1205 284.0685 283.0606
Crisofanol C15H1004 254.0579 253.0501

Fonte: Autor
No entanto, ndo foram encontrados relatos de antraquinonas em erva-mate. Portanto,

h& um interesse em aprofundar o estudo das antraquinonas por uma técnica mais eficiente, por
conta disso, a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (UPLC-
QTOF-MSE) foi utilizada.

5.1 Anélise da particdo metanol-agua do erva-mate

A Figura 9 apresenta o cromatograma da analise da fracdo metanol-agua da planta em
UPLC-QTOF-MSE no modo negativo.
Figura 9. Cromatograma obtido por UPLC-HRMS da fracdo metanol-agua

100 51315

087 148 l/: | | ‘530 21787 612 20 “tJ\ 8.09 842
\(J Qn\ | Us\a}e { ’!(l W
() | | M' | 1% J \| ( 'ﬂ,m‘
% B \:H\g‘ ln M; " " \ =,
i A\ w\“ V \M“ tW‘M"-\”M uﬂ H J( Qﬁ;

Fonte: Autor
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A partir do cromatograma obtido, foi possivel investigar a presenca dos compostos de
interesse, gerando os cromatogramas mostrados na Figura 10.
Figura 10. Cromatogramas dos ions extraidos referentes a emodina (B), reina (C), aloe-
emodina (D), parietina (E), crisofanol (F) e cromatograma A da particdo metanol-agua.
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Fonte: Autor

Analisando a Figura 10, pode-se inferir que ndo ha presenca de antraquinonas, pois a
intensidade dos sinais € muito baixa, mostrando que nao correspondem a uma massa molar ou
formula molecular presente na Tabela 1. Ndo foram encontrados relatos da evidenciacdo de

antraquinonas na composicao da l. paraguariensis.

5.2. Tentativa de identificagdo de metabdlitos secundarios presentes na erva-mate

Apesar de ndo haver antraguinonas em sua composi¢do, 0 cromatograma apresentado
na Figura 9 mostra que h& picos de intensidades consideraveis, indicando que ha muitos
compostos presentes. Assim, foi feita a anélise da fragdo metanol-agua utilizando o software
MassLynx v4.1 para tentativamente identificar os metabolitos presentes. A identificacdo foi
realizada através da geragdo dos espectros MS e MS/MS para cada pico e compara¢do com
dados da literatura. As estruturas quimicas dos compostos apresentados na Tabela 2

encontram-se apresentados na Figura 11.



Tabela 2. Compostos tentativamente identificados por UPLC-HRMS na fracdo metanol-agua.
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Pico Tr [M-H] [M-H] Fragmentos Formula Ppm Nome putativo Ref.
no. min Observada Calculada (MS/MS) empirica (error)
1 1.62 353.0858 353.0873 191.0491, 179.0296, C16H1709 -4.2 Acido 3-O- MATEOS et
135.0413 cafeoilquinico al., 2018
(isdmero)
2 2.57 353.0880 353.0873 191.0491, 179.0303, C16H1709 2.0 Acido 3-O- MATEOQOS et
135.0434 cafeoilquinico al., 2018
(isbmero)
3 2.87 353.0866 353.0873 191.0513, 179.0306, C16H1709 -2.0 Acido 4-0O- MATEQOS et
173.0398 cafeoilquinico al., 2018
(isbmero)
4 3.07 353.0876 353.0873 191.0465, 179.0368, C16H1709 0.8 Acido 4-O- MATEOS et
173.0419 cafeoilquinico al., 2018
(isdmero)
5 3.37 367.1027 367.1029 193.0432, 191.0517, C17H1909 -0.5 Acido feruloilquinico | MATEOS et
173.0437 al., 2018
6 3.42 517.2282 517.2285 191.0561, 179.0339 C24H37012 -0.6 Desconhecido
7 3.57 353.0865 353.0873 191.0486 C16H1709 -2.3 Acido 5-O- MATEOS et
cafeoilquinico al., 2018
(isbmero)
8 3.66 337.0924 337.0923 191.0540, C16H170s 0.3 Acido p- MATEOS et
coumaroilquinico al., 2018
9 3.86 367.1018 367.1029 193.0501, 191.0509, C17H1909 -3.0 Acido feruloilquinico | MATEOS et
173.0432 (isbmero) al., 2018
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10 4.00 609.1461 609.1456 301.0298, 300.0245 C27H30016 0.8 Rutina MATEQS et
al., 2018
1 4.53 463.0890 463.0877 301.0321, 300.0246 Co1H19012 2.8 Quercetina-3-O- MATEOS et
glucosidio al., 2018
12 4.71 593.1508 593.1506 285.0363, 284.0305, Co7H29015 0.3 Caempferol-O- MATEOS et
255.0269 ramnoglucosidio al., 2018
13 4.90 515.1193 515.1190 353.0733, 191.0500, Ca5H23012 0.6 Acido dicafeoilquinico | MATEOS et
179.0319 (isdmero) al., 2018
14 5.13 515.1194 515.1190 353.0780, 191.0550, C25H23012 0.8 Acido dicafeoilquinico | MATEOS et
179.0303 (isdmero) al., 2018
15 5.30 487.1237 487.1240 323.0779 C24H23011 -0.6 Desconhecido
16 5.58 529.1351 529.1346 397.1138, 367.1029 Ca6H25012 0.9 Acido BRAVO,et
cafeoilsinaptilquinico al, 2007
17 5.77 515.1194 515.1190 353.0836, 191.0554, CosH23012 0.8 Acido dicafeoilquinico | MATEOS et
179.0403 al., 2018
18 5.80 529.1353 529.1346 397.1098, 367.0983 Co6H25012 1.3 Acido BRAVO,et
cafeoilsinaptilquinico al, 2007
19 7.01 1073.5543 1073.5533 749.4440, 587.3906 Cs3HgsO22 0.9 Mate saponina 3 MATEOQOS et
al., 2017
20 7.93 911.5034 911.5034 749. 4413, 587.3965, Ca7H75017 3.3 Mate saponina 1 MATEOS, et
455.3459 al, 2017
21 8.35 895.5000 895.4996 733.4396 C47H75016 -6.1 Saponina J3B MATEOS, et
al, 2017
22 8.55 1073.5520 1073.5533 749.4431, 587.4030 C53H85022 -1.2 Metasaponina 3 MATEOS, et
(isbmero) al, 2017
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Figura 11. Estruturas encontradas no extrato de erva-mate analisado
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Fonte: Autor

Os picos de 1 e 2 mostram a presenca de um ion precursor [M-H]" com m/z 353.0858 e

353.0880, respectivamente (C16H1709). O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno de
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m/z 191, 179, 135, como mostram as Figuras 12 e 13. O fragmento com m/z 191 corresponde
ao acido quinico desprotonado, m/z 179 corresponde ao acido cafeico desprotonado e m/z 135
referente ao acido cafeico descarboxilado. De acordo com MATEOS, et al. (2018), esse
padrdo de fragmentacédo é referente ao acido 3-cafeoilquinico.

Figura 12. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 1

100+ 353.0858

MS

o,

179.0303 191.0498 354.0896

1 135.0415 192.0568 351.0702 || 355 0849
/ 221.0483 5659630 293.0805 331.0634 N ' a75.0685  106-9943 431.1169
O e T T e T T T T T [ T [ T T T A e e e e e e m/z
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

100_— 353.0755 MS/MS
%] 191.0491
135.0413 179.0296 354.0887
| 85.0288 ’ 177.0144 192.0576 351.0710 ||355.0968
b 133-0303\L N “o120751 2465699 550 9500 331.0537 S 375.0956
O P T e T T T e T T T A T T T T T T I T e T T m/z
100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

AR SARALIARAY LARLERARAN LARR) RAAAS AN
340 360 380 400
Fonte: Autor

Figura 13. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 2
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Fonte: Autor

Os picos de 3 e 4 mostram a presenca de um ion precursor [M-H]  com m/z 353.0866 e
353.0876, respectivamente (C16H1709). O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno de
m/z 191, 179, 173, como mostram as Figuras 14 e 15. O fragmento com m/z 191 corresponde

ao acido quinico desprotonado, m/z 179 correspondendo ao acido cafeico desprotonado e m/z
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173 corresponde a substituicdo na posigéo 4 no anel. De acordo com MATEOS, et al. (2018),
esse padrdo de fragmentac&o é referente ao acido 4-cafeoilquinico e seu isémero.
Figura 14. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 3
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Fonte: Autor

Figura 15. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 4
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Fonte: Autor

Os picos 5 e 9 mostram a presenca um ion precursor [M-H]" com m/z 367.1027,
367.1018, respectivamente (C17H1909). O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno de
m/z 193, 191 e 173, como mostram as Figuras 16 e 17. O fragmento com m/z 193
correspondente ao acido feralico desprotonado, m/z 191 corresponde ao acido quinico
desprotonado e 0 m/z 173 corresponde a substituicdo na posicdo 4 no anel, esse padrdo de
fragmentacdo € compativel com o &cido feruloilquinico e seus isdmeros apresentado por
MATEOS, et al. (2018).
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Figura 16. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 5
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Figura 17. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 9
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Fonte: Autor

O pico 6 mostra a presenca um ion precursor [M-H] com m/z 517.2282 (C24H37012).
O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno de m/z 191.0561, 179.0339 (Figura 18).

Nesse caso, ndo foi possivel encontrar na literatura compostos compativeis com esses dados.
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Figura 18. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 6
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Fonte: Autor

O pico 7 mostra a presenga de um ion precursor [M-H] com m/z 353.0865 (C16H1709).
O espectro MS/MS apresenta um fragmento com m/z 191.0486 (figura 19) correspondente ao
acido quinico desprotonado, compativel com o padrdo de fragmentacdo do acido 5-

cafeoilquinico apresentado por MATEOS, et al. (2018).

Figura 19. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 7.
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Fonte: Autor

O pico 8 mostra a presenca um ion precursor [M-H] com m/z 337.0924 (C16H170s) € 0
espectro MS/MS apresenta o fragmento com m/z 191.0540 e 173 (Figura 20). O fragmento
com m/z 191 é correspondente ao acido quinico desprotonado. De acordo com MATEOQOS, et

al. (2018), esse padrdo de fragmentacdo € referente ao acido p-coumaroilquinico.
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Figura 20. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 8
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Fonte: Autor
O pico 10 mostra a presenca de um ion precursor [M-H]" com m/z 609.1461
(C27H320016) € 0 espectro MS/MS apresenta fragmentos com m/z 301.0298 e 300.0245, como
mostra a Figura 21. O fragmento com m/z 301 corresponde a quercetina desprotonada. De
acordo com MATEOS, et al. (2018), esse padrdo de fragmentacao é referente a Rutina.
Figura 21. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 10.
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Fonte: Autor

O pico 11 mostra a presenca de um ion precursor [M-H]" com m/z 463.0890
(C21H19012). O espectro MS/MS apresenta fragmentos com m/z 301.0321 e 300.0246 como
mostra a Figura 22. O fragmento com m/z 301 corresponde a quercetina desprotonada. De
acordo com MATEOQOS, et al. (2018), esse padrdo de fragmentacdo é compativel com a

Quercetina-3-0O-glucosidio.
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Figura 22. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 11.
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Fonte: Autor
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O pico 12 mostra a presenca um ion precursor [M-H]  com m/z 593.1508 (C27H29015).
O espectro MS/MS apresenta fragmentos de m/z 285.0363, 284.0305, 255.0269, como mostra
a Figura 23. O fragmento com m/z 285 é compativel com a perda de ramnoglucosidio. De
acordo com MATEQOS, et al. (2018), esse padrdo de fragmentacdo é referente ao Caempferol-
O-ramnoglucosidio.

Figura 23. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 12.
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Fonte: Autor

Os picos 13, 14 e 17 mostram a presenca de ions precursores [M-H]" com m/z
515.1193, 515.1194 e 515.1194, respectivamente (C2sH23012). O espectro MS/MS apresenta
fragmentos em torno de m/z 353, 191 e 179, como mostram as Figuras 24, 25 e 26. O

fragmento com m/z 353 € obtido pela perda de um residuo de cafeina e os fragmentos com m/z
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191 e 179 sdo semelhantes aos obtidos pelos picos. De acordo com MATEOS, et al. (2018),
esse padrao de fragmentacdo é referente ao acido dicafeoilquinico.
Figura 24. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 13.

515.1193
100 MS
) 353.0800
%]
] 516.1199
1 354.0842 517.1422
1 191.0520 503.2421
179036817 551 hess 285.0431  323.0834351.0638 ( 356.0983_387.0966 463.2203 549.2507
O T T T T A T T T T T T T r T P T T T et PR e T e T AT [T PO P P e e e e perrrpre e i e prerrpeenfreeee. m/z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560
100— 515.1075
. 353.0733
%]
] 191.0500 516.1174
]179.0819 354.0855 17 1231
| 149.0416 192.0557 :
A/ 221.0663 2840212 3111023 356.0034 4251540 4501396 > >-09] 247.1266
O et b T T P T T T T T P T T P T P T T T T T R T T I T O T T [ [ R T e T e e M2

160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560

Fonte: Autor

Figura 25. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 14.
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Figura 26. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 17.
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Fonte: Autor

O pico 15 mostra a presenca um ion precursor com m/z 487.1237 (C24H37012). O
espectro MS/MS apresenta fragmento de m/z 323.0779, como mostra a Figura 27. Trata-se de
um composto desconhecido, mesmo com a busca na literatura.

Figura 27. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 15.
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Fonte: Autor

Os picos 16 e 18 mostram a presenca de ions precursores [M-H] com m/z 529.1351 e
529.1353, respectivamente (C2sH25012). O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno
de m/z 397 e 367, como mostram as Figuras 28 e 29. De acordo com BRAVO, et al. (2007),

esse padréo de fragmentac&o é referente ao Acido cafeoilsinaptilquinico.



25

Figura 28. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 16.
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Figura 29. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 18.
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Fonte: Autor

Os picos 19 e 22 mostram a presenca de ions precursores [M-H]  com m/z 1073.5543 e
1073.5520, respectivamente (Cs3HgsO22). O espectro MS/MS apresenta fragmentos em torno
de m/z 749 e 587, como mostram as Figuras 30 e 31. O fragmento com m/z 749 é formado
devido a perda de um grupo glucopiranosil, assim como o fragmento com m/z 587. De acordo

com MATEOS, et al. (2017), esse padrdo de fragmentacdo é referente a Matesaponina 3.
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Figura 30. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 19.
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Fonte: Autor
Figura 31. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 22.
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Fonte: Autor

O pico 20 mostra a presenca um ion precursor [M-H] com m/z 911.5034 (C47H75017).

No espectro MS/MS apresenta fragmentos de m/z 749. 4413, 587.3965 e 455.3459, como

mostra a Figura 32. Os fragmentos com m/z 749 e 587 sdo formados devido a perda de grupos

glucopiranosil e o fragmento com m/z 455 corresponde ao acido ursolico ou oleandlico. De

acordo com MATEOS, et al. (2017), esse padrdo de fragmentacéo € referente a Matesaponina
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Figura 32. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 20.
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Fonte: Autor
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O pico 21 mostra a presenga de um ion precursor [M-H]" com m/z 895.5000
(C47H75016). O espectro MS/MS apresenta fragmento de m/z 733.4396, como mostra a figura
33. O fragmento com m/z 733 é formado pela perda de uma hexose. De acordo com
MATEOS, et al. (2017), esse padrdo de fragmentacdo é referente a Saponina j3b.

Figura 33. Espectros de massas MS e MS/MS referente ao pico 21.
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Fonte: Autor

5.3 Anadlise dos cromatogramas do extrato bruto e das parti¢cbes diclorometano e
metanol-agua.

Os cromatogramas obtidos na andlise do extrato bruto e das particdes metanol-agua e
diclorometano por UPLC-HRMS estéo apresentados na Figura 34.



Figura 34. Cromatogramas do extrato bruto (A), particdo diclorometano (B) e

particdo metanol-agua (C) obtidos na anélise por UPLC-HRMS.
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Fonte: Autor
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Analisando os cromatogramas obtidos, é possivel perceber que o cromatograma

referente a particdo diclorometano (B) possui uma menor intensidade. 1sso aconteceu porque

0s compostos ndo foram muito solUveis, por conta da diferenca de polaridade do solvente.

No cromatograma referente ao extrato bruto (A), o pico mais intenso (4.28 min.)

mostra um ion precursor [M-H] com m/z 609.1469 (C27H30016). Os fragmentos obtidos no
espectro MS/MS foram 301.0279 e 300.0205, como mostra a Figura 35. De acordo com

MATEQS, et al. (2018), esse padréo de fragmentacéo é referente a rutina, também presente na

particdo metanol-agua.

Figura 35. Espectros de massas MS e MS/MS referente a Rutina no extrato bruto
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Além da rutina, o pico com tempo de retencdo em 7.91 min mostra um ion precursor
[M-H]" com m/z 911.5032 (C47H75017). Os fragmentos obtidos no espectro MS/MS foram
749.4352, 587.3988 e 455.3782, como mostra a figura 36. De acordo com MATEQS, et al.

(2017), esse padrao de fragmentacdo pertence a Matesaponina 1, também presente na particao
metanol-agua.

Figura 36. Espectros de massas MS e MS/MS referente a Mate saponina 1 no extrato bruto
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Fonte: Autor

A partir disso, é possivel perceber que a particdo metanol-4gua obteve uma maior
eficiéncia na solubilizacdo desses compostos, mostrando que eles possuem como
caracteristica serem mais polares, assim como os solventes utilizados.

No cromatograma da particdo diclorometano (B), o pico com tempo de retengcdo em
7.92 min mostra um ion precursor [M-H]" com m/z 911.5033 (Cs7H75017). Os fragmentos
obtidos no espectro MS/MS foram 749.4449, 587.4045 e 455.3587, como mostra a figura 37.
De acordo com MATEOQOS, et al. (2017), esse padrdo de fragmentacdo é referente a Mate
saponina 1, também presente na particdo metanol-agua e no extrato bruto.

Figura 37. Espectros de massas MS e MS/MS referente a Mate saponina 1 da
particdo diclorometano
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A partir da analise dos cromatogramas, pode-se perceber que compostos como 0s
acidos derivados do &cido quinico ndo estdo presentes na particdo dicolorometano (B). J& para
0 cromatograma referente a particdo metanol-agua, ha uma maior variedade de compostos
encontrados e 0s picos possuem maiores intensidades, mostrando que é mais viavel a
identificacdo dos compostos presentes na erva-mate utilizando a particdo metanol-agua.
Apesar de que, compostos como a mate saponina 1 esta presente nas trés particoes.
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6 CONCLUSAO

O trabalho desenvolvido permitiu a verificagdo da presenga de antraquinonas em
folhas de erva-mate, mostrando ser negativa para a presenca dessas substancias. Porém, a
metodologia de extracdo por Soxhlet, aliada a técnica de analise UPLC-QTOF-MS, permitiu a
partir do cromatograma obtido para a particdo metanol-a4gua, identificar tentativamente 22
metabolitos presentes em sua composicao.

Posteriormente, com a compara¢do dos cromatogramas obtidos para cada particao e o
extrato bruto, foi possivel observar que alguns dos metabdlitos ndo estavam presentes na
particdo diclorometano, isso por conta da diferenca de polaridade dos compostos presentes

com o solvente utilizado.
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