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RESUMO

A erva-mate, llex paraguariensis, é utilizada no preparo de bebidas como chimarrdo, cha mate e
tereré. Atualmente, também vem sendo utilizada na industria farmacéutica, alimenticia e quimica
por causa da sua diversidade de compostos quimicos presente em sua constituicdo, tais como:
compostos fendlicos, metilxantinas, saponinas, flavonoides. Esses compostos bioativos possuem
varias propriedades terapéuticas, como elevado potencial antioxidante, apresentam acdes
anticancerigenas, cardioprotetoras, anti-inflamatorias, anti-obesidade. Além disso, alguns desses
metabdlitos presentes na erva-mate sdo responsaveis por conferir amargor e adstringéncia aos chas
dessa erva. Logo, é importante desenvolver metodologias robustas para a identificacdo desses
metabolitos. Desse modo, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil metabélico dos chas
da mistura de folhas e ramos da erva-mate analisados por UPLC-QTOF-MSE, empregando o modo
de ionizagdo positiva (ESI™). Foram tentativamente identificados 19 compostos, dentre os quais
podemos destacar saponinas, metilxantinas, flavonoides, derivados de acido caféico e clorogénico.
As identificacbes de todas as moléculas foram corroboradas por dados referentes a
guimiotaxonomia da planta, no mais, duas moléculas foram tentativamente identificadas pela
primeira vez em llex paraguariensis, adicionando, portanto, uma importante contribuicdo para o

entendimento do perfil metabdlico da espécie.

Palavras-chave: llex paraguariensis. Metabolomica. Cromatografia.



ABSTRACT

The yerba mate, llex paraguariensis, is used in the preparation of beverages such as mate, mate
tea and tereré. Currently, it is also being used in the pharmaceutical, food and chemical industry
because of its diversity of chemical compounds present in its constitution, such as: phenolic
compounds, methylxanthines, saponins, flavonoids. These bioactive compounds have several
therapeutic properties, such as high antioxidant potential, anti-cancer, cardioprotective, anti-
inflammatory, anti-obesity actions. In addition, some of these metabolites in yerba mate are
responsible for imparting bitterness and astringency to the yerba mate's teas. Therefore it is
important to develop robust methodologies for the identification of these metabolites. Thus, the
aim of the present study was to evaluate the metabolic profile of the leaves and branches mixtures
of the yerba mate by analyzing the teas of the UPLC-QTOF-MSE, using the positive ionization
mode (ESI *). Nineteen compounds were tentatively identified, among which we can highlight
saponins, methylxanthines, flavonoids, caffeic acid and chlorogenic derivatives. The
identifications of all molecules were corroborated by data on plant chemotaxonomy, in the other
two molecules were tentatively identified for the first time in llex paraguariensis, thus adding an

important contribution to the understanding of the metabolic profile of the species.

Keywords: llex paraguariensis. Metabolomics. Chromatography.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate, cientificamente chamada de llex paraguariensis St. Hil. (SAINT-
HILAIRE, 1995) é uma arvore da familia Aquifoliaceae, é nativa da América do Sul, tendo
80% de sua ocorréncia no Brasil, mas também existe na Argentina e no Paraguai
(COLPO,2012). Segundo a Camara Setorial da Cadeia Produtiva da Erva-Mate do Parana
(2000) no Brasil existem 60 espécies desse género, sendo a llex paraguariens considerada a
ideal para a exploracao comercial (BALCH, 2006).

Suas folhas e ramos sdo utilizados no preparo de bebidas como chimarrdo, chd mate
e tereré. Atualmente a erva-mate vem sendo utilizada na industria farmacéutica, alimenticia e
quimica por causa da sua diversidade de compostos quimicos (BERTE, 2011; DORS, 2017;
MAZUR, 2012; PAGLIOSA, 2009; SCHIRIGATTI, 2014)

Os principais compostos bioativos presentes sdo 0os compostos fenélicos, saponinas
e metilxantinas (BORRE et al.,2010). Os compostos fenolicos e as metilxantinas sio fontes de
antioxidantes naturais, protegem o sistema bioldgico do estresse oxidativo, apresentam acdes
anticancerigenas, cardioprotetoras, anti-inflamatérias, anti-obesidade (ARCARI et al., 2009;
BAEZA et al.,, 2016; BRAVO et al., 2014; COELHO et al., 2010; MEJIA et al., 2010;
PIMENTEL et al., 2013). A atividade antioxidante da infusdo de erva-mate e a¢ao adstringente
estd relacionada com o contetdo do flavonoide rutina e dos derivados cafeoilquinicos, por
exemplo os &cidos caféico, 5- cafeoilquinico, clorogénico (CARDOSO-JUNIOR et al., 2007;
FILIP et al., 2000). Além disso, a atividade oxidante da erva-mate é maior que em outras
espécies do género llex spp (DA SILVEIRA et al., 2017).

Nas metilxantinas, destacam-se a cafeina, teobromina e a teofilina que tem acéo
sobre o sistema nervoso central e incitam a diurese sdo atribuidas a elas a acdo estimulante do
mate (MATEOS et al.,, 2017). Além disso, estudos recentes atribuem a metilxantinas
caracteristicas neuroprotetivas, hipoglicemicas, anti-inflamatorias e efeitos cardioprotetivos
(MEJIA; RAMIREZ-MARES, 2014; MARTINEZ-PINILLA; ONATIBIA-ASTIBIA;
FRANCO, 2015). A cafeina em especial, € usada como referencial de controle de qualidade e
analise do sabor, associada ao gosto amargo, da erva-mate e seus derivados (JUNIOR, 2005).

Dentre a classe das saponinas, encontram-se o0s triterpenoides glicosilados, os
acidos ursolicos e oleandico (GNOATTO et al.,, 2008). Tais substancias também sdo
responsaveis pelo amargor e espuma do mate (DARTORA, 2010), mas também é associada a
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efeitos  antioxidantes, anti-inflamatérios, anticoagulante, neuprotetores (GUCLU-
USTUNDAG; MAZZA, 2007; OSBOURN; GOSS; FIELD, 2011; RAO; GURFINKEL, 2000).

Como esses compostos sdo responsaveis pelas atividades biologicas da erva-mate
ou pelo amargor e adstringéncia das bebidas dessa planta, é importante o desenvolvimento de
metodologias para a caracterizagdo desses metabdlitos na erva-mate.

Métodos cromatograficos sdo comumente empregados para a quantificacdo e
caracterizacdo desses compostos. Por exemplo, a cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
combinada com ionizacdo por electrospray e analisador de massas por tempo de voo (ESI-
TOF), e/ou a espectrometria de massas tandem (MS"). A UPLC-HRMS que é uma técnica
extremamente sensivel, demandando quantidades minimas de amostras e menor tempo de
analise (FORCISI et al., 2013; FUNARI et al., 2013; MOCO et al., 2007).

O presente trabalho se propde realizar a caracteriza¢do quimica via UPLC-QTOF-
MSE de misturas de amostras de folhas e ramos da erva-mate para tracar com exatiddo o perfil
metabolico dessa importante planta.
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2 OBJETIVOS

Estabelecer o perfil quimico das folhas e ramos de erva-mate utilizando
cromatografia liquida de ultra performance combinada com espectrometria de massas de alta

resolucdo (UPLC-QTOF-MSE).

2.1 Objetivos especificos

e Identificar tentativamente o perfil metabdlico das amostras de chas.
e Estabelecer o conhecimento quimico a respeito das principais classes de metabdlitos
existentes na planta.

e Prospectar tentativamente novos metabdlitos na espécie.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Erva-mate

3.1.1 Aspectos historicos

A literatura historica reporta que a erva-mate ja era consumida na forma de bebida
e suas folhas eram usadas em rituais de sepultamento pelos povos andinos e incas. Além disso,
o0s estudos também relatam que o produto era consumido diariamente pelos indios Guaranis na
bacia dos rios Parand, Uruguai e Paraguai e pelos indios Tupis no Mato Grosso do Sul
(LINHARES, 1969; ARANHA, 1966 BERKAI; BRAGA, 2000; MAFRA, 2008). Foi com a
primeira tribo que o General Paraguaio Irala e seus soldados, durante uma expedicao as terras
de Guaira, entraram em contanto com a bebida feita das folhas da erva-mate. O General e 0s
soldados no retorno a Assuncdo levaram a erva para consumo e para presentear amigos e
familiares, o que contribuiu para a introducdo da bebida nos costumes das colbnias europeias
(LESSA, 1953; LINHARES, 1969).

No inicio do século XVI, os jesuitas fizeram pesquisas para o aperfeicoamento do
sistema produtivo, o que provocou a racionalizacdo do cultivo e os tornaram precursores do
cultivo sistematico, coleta de sementes, producdo de mudas e conducdo de erveiras
(MAZUCHOWSKI, 1996). Logo, com o desenvolvimento do processo, houve o melhoramento
da qualidade do produto, tornando-o mais cobicado e o favorito nos mercados de Buenos Aires,
Assuncdo e Montevidéu (LINHARES, 1969).

Entretanto, a economia ervateira teve um declinio no final do seculo XVII quando
0s jesuitas foram expulsos das missdes portuguesas e espanholas. Consequentemente, 0
processo de exploracdo do mate retrocedeu e voltou a ser produzido conforme as técnicas
indigenas (COSTA, 1989).

No inicio o século XIX, o comércio de erva-mate brasileira foi beneficiado,
especialmente as exportacdes paranaenses, devido ao bloqueio das exportagdes paraguaias em
1813 para as nagdes vizinhas, com excec¢do do Brasil. O Paraguai, que era o maior fornecedor
de mate para os mercados platinos, sofreu um isolamento politico sancionado pelo ditador
Francia o que levou a um desabastecimento da erva-mate no mercado (OLIVEIRA, 1974). Na

metade desse mesmo século, eventos histdricos como a guerra do Paraguai e os bloqueios inglés
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e francés do porto de Buenos Aires ocasionaram momentos de prosperidade e depressao na
economia do mate (VEGRO, 1994).

A partir de 1920, teve-se uma crise no mercado ervateiro, pois a Argentina, que era
comprador do Brasil, passou a cultivar intensamente mate, fez politica de incentivos (créditos
bancarios) e comegou a fornecer o produto para Uruguai e Chile. Para amenizar a perda do
mercado argentino, o governo brasileiro intensificou as propagandas de mate nas regioes
centro-oeste e nordeste com o objetivo de ampliar os mercados internos. Porém a iniciativa ndo
teve o resultado esperado, pois a economia da erva-mate no Brasil evoluiu pautada no
extrativismo vegetal dos ervais nativos, concentrado em pequenos produtores, baseado na forga
de trabalho familiar, sem preocupacdes de organizacdo da producdo e racionalizagcdo do
trabalho (OLIVEIRA, 1974; ARANHA, 1966).

Apenas na década de 80 que a cultura da erva-mate comecou a ser novamente vista
como forte componente de renda de pequenas e médias propriedades rurais e surgiram estudos
na rea e programas de incentivo com objetivos de apoiar e incentivar o desenvolvimento e

expansdo dos mercados consumidores internos e externos (SCHIRIGATTI, 2014).

3.1.2 Caracteristicas botanicas

A erva-mate foi catalogada cientificamente como llex paraguariensis A. St. Hil.
em 1822 pelo botanico Auguste de Saint-Hilaire (SAINT-HILAIRE, 1995). E uma planta
arbodrea, se adapta a lugares sombrios e tmidos (umbrofila), da divisdo angiosperma, da classe
dicotiledonae, ordem da celastrales, da familia Aquifoliaceae, género lllex e espécie
paraguariensis (BERTE, 2011; PAGLIOSA, 2009; SCHIRIGATTI, 2014). Na fase adulta pode
atingir 8 a 15 metros, mas devido as podas, o tamanho do porte ndo passa de 7 metros
(SCHIRIGATTI, 2014). O tronco da erva-mate € cilindrico, reto ou pouco tortuoso, a copa é
baixa e com folhagem verde escura (PAGLIOSA, 2009). Os ramos sdo cilindricos ou
subcilindricos, cinzentos com 20 a 25 mm de didmetro, podendo alcancar até 50 mm. As suas
folhas mostram-se estreitas na base e ligeiramente obtusas no vértice, medem de 8 a 10 cm de
comprimento por 4 a 5 cm de largura. (PAGLIOSA, 2009). As flores sdo hermafroditas,
pequenas e possuem cor brancas esverdeadas florescem todo ano entre a primavera e o verao
brasileiro (de outubro a dezembro em seu habitat de origem) (BERTE, 2011; SCHIRIGATTI,
2014). Os frutos avermelhados possuem tamanho de 4 a 6 mm e cada um contém quatro

sementes que podem originar novas arvores (Figura 1) (BERTE, 2011).
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Figura 1- Estruturas botanicas da erva-mate.

Fonte: BERTE, 2011.

3.1.3 Areas de ocorréncia e importancia social e econdmica

A arvore de erva-mate € uma espécie da América do Sul, tendo 80% de sua
ocorréncia no Brasil, mas também existe na Argentina e no Paraguai (COLPO, 2012). Segundo
a Camara Setorial da Cadeia Produtiva da Erva-Mate do Parana (2000), a familia Aquifoliaceae
é composta por 600 espécies, sendo a llex paraguariensis uma das 60 que ocorrem no territério
brasileiro. Essa é considerada a ideal para a exploragdo comercial (BALCH, 2006).

A erva-mate € uma arvore de crescimento lento, se desenvolve em climas
temperado e subtropical, com chuvas regulares distribuidas durante o ano e com indices
pluviométricos médios entre 1.500 mm e 2.000 mm (STURION; MEDRADO, 2010),
temperaturas entre 17 a 21 °C (média anual). As arvores mais velhas podem suportar
temperaturas inferiores. Os solos profundos, argilosos e arenosos sdo adequados para 0
crescimento da erva-mate (MACCARI JUNIOR, 2000).

No Brasil, a erva-mate é uma espécie nativa encontrada sob meia sombra dos
pinheiros, imbuias e outras arvores de grande porte (PAGLIOSA, 2009). Presente nas zonas
afastadas da faixa litoranea, plantas de erva-mate abrangem uma area estimada de 450.000 km?,
correspondendo a 5% do territério nacional (DORS, 2017; PAGLIOSA, 2009). A éarea de
dispersdo geografica dos ervais compreende a regido sul, incluindo o centro-oeste do Rio
Grande do Sul, grande parte do territorio de Santa Catarina, centro-sul do Parana e pequenas
porgdes que se estendem para o sul de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul (SCHIRIGATTI, 2014).

O mate esta no rol dos atividade de extracdo de produtos ndo madeireiros nativos

que exercem grande relevancia para as comunidades ribeirinhas locais, contribuindo para a
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ocupacdo da mao de obra e distribuicdo de renda (IBGE, 2017). Especificamente para a Illex
paraguariensis seu valor socioecondmico esta atribuido ao fato de ser uma das espécies que
sofre pouco com as oscilagdes climaticas, quando comparada aos cultivos agricolas em geral,
apresentando, portanto, grande importancia para a fixagdo do homem ao campo (PAGLIOSA,
2009). De acordo com os resultados do IBGE (2017), o grupo dos produtos ndo alimenticios da
producdo ndo madeireira de extrativismo voltou a apresentar incremento no valor de producéo
(7,3%), sendo a erva-mate o produto com a segunda maior participacdo (Gréafico 1). Sua
atividade extrativa gerou R$ 423,9 milhdes, crescimento de 6,4% frente ao ano anterior. Os 10
municipios com maior producao de 2017 encontram-se no Estado do Parana, com destaque para
Séo Mateus do Sul que é o maior produtor nacional, com 18,9% da produg&o brasileira.

O Brasil exportou US$ 78,83 mi de erva-mate em 2017 em que o Rio Grande do
Sul foi o estado com maior percentagem de exportagdes com 81,4% (RITTA, 2018). Segundo
0 Fundomate (2018), em fevereiro de 2017, a exportacdo brasileira de mate teve uma queda de
23,27% do volume exportado e 28,09% no faturamento ante 0 mesmo periodo de 2016, mas se
obteve uma recuperacdo se comparado ao més anterior. Em relagdo ao més de marco, no
comparativo com o mesmo periodo de 2016, observa-se queda no volume exportado,
equivalente a 8,8% e de 12,23% no faturamento. Na comparagdo com o0 més anterior percebeu-
se uma significativa recuperacdo no volume exportado equivalente a de 26,74%, enquanto para
o faturamento a teve-se uma elevacdo de 27,80%. No més de abril, em que se era esperado a
continuidade do crescimento, ocorreu queda de 20,24% do volume exportado. Repercutindo
em 21,85% de reducdo no faturamento. Em relacdo ao més anterior também se teve uma queda

no volume de exportacédo, na ordem de 22,6% e retracdo financeira de 21,9%.
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Gréfico 1 - Participacdo do valor de producédo dos produtos do grupo alimenticios.

Participacao do valor de producao dos
produtos do grupo de alimenticios (%)

49,5

Acai (fruto) Pinhso
@® Erva-mate @ Pequi (fruto)
@ Castanha-do-para Outros

Fonte: IBGE, 2017.

3.1.4 Produtos da erva-mate

Folhas secas e moidas e os ramos finos da llex paraguariensis sao usadas no preparo
de bebidas como chimarrdo, chd mate e tereré. No chimarrdo, forma mais comum de consumo,
é feito infusdo a quente das folhas e ramos processados. Sendo bebido em uma cuia de porongo
(DARTORA, 2010; DORS, 2017). Enquanto no tereré, o mate € ligeiramente torrado e deixado
em repouso por aproximadamente 8 meses em local seco para entdo ser consumido com agua
fria. Na forma de ch, tem-se a adicdo de 4gua quente ao extrato aquoso liofilizado de erva-
mate (DARTORA, 2010).

Além do consumo nesses tipos de bebidas, a erva-mate vem sendo explorada na
industria alimenticia como aditivo; refrigerante; bebidas energéticas; balas; como corantes; na
culinaria em pratos diversos (paes, bolos e bolachas, em sorvetes, gelatinas, chicletes); na
industria quimica em tintas e resinas, medicamentos, desinfetantes, adstringentes, cosméticos e
perfumaria, por causa da diversidade de compostos quimicos presentes na planta (BERTE,
2011; DORS, 2017; MAZUR, 2012; PAGLIOSA, 2009; SCHIRIGATTI, 2014). Alguns
pesquisadores brasileiros tem levantado a possibilidade de desenvolver produtos alimentares a
base de folhas e a partir de subprodutos do beneficiamento da erva-mate (PAGLIOSA,

2009).Como exemplos de produtos podem ser citados o xarope de erva-mate, desenvolvido a
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base de folhas da planta pela Universidade Federal de Santa Catarina juntamente com ervateiros
do municipio de Catanduvas, SC (patente n° P10203157-4) (UFSC, 2002); bala com elevado
teor de fibras, elaborada a partir do p6 de mate (VIEIRA et al., 2008); bebida a base do pé de
folhas cancheadas e ramos desidratados, que apresenta atividade antioxidante igual ao do cha
mate e chimarrdo (CONTRERAS, 2007); bebida a base de folha de erva-mate enriquecida com
fibra (BARBOZA, 2006) e extrato de folha de erva-mate organica, com adi¢éo de goma arabica
para o preparo de bebidas e outros produtos alimenticios (VALDUGA; BATTESTIN; FINZER,
2003). Pesquisas tém indicado que as folhas de erva-mate também podem ser exploradas para
a conservacao de alimentos, como produtos carneos pré-cozidos (DELADINO et al., 2008;
RACANICCI; DANIELSEN; SKIBSTED, 2008).

3.1.5 Composicao quimica

Os principais compostos bioativos presentes na erva-mate sdo 0S compostos
fenolicos, saponinas e metilxantinas, principalmente cafeina e em menor quantidade
teobromina e teofilina (DE RESENDE et al., 2015; DORS, 2017; PAGLIOSA, 2009); 6leo
essencial como linalol e limoneno (PAGLIOSA, 2009), vitaminas A, C, B1, B2 e B6, e minerais
como magnésio, ferro, fosforo, potassio, zinco, sédio (BERTE, 2011; MAZUR, 2016), clorofila
(PAGLIOSA, 2009), além de é&gua, celulose, dextrina, glicose, pentose, aminoacidos,
substancias graxas, resina aromatica (formada por uma mistura de oleina, palmitina, lauro-
estearina e um Oleo cujas caracteristicas muito se aproximam da cumarina); &cido félico e
legumina (DORS, 2017; PAGLIOSA, 2009). A composicdo quimica da erva-mate esta
relacionada ao estagio evolutivo da planta, a época de colheita, as caracteristicas climaticas e
do solo, tipo de cultivo, idade da planta, variabilidade genética, luminosidade, parte da planta,
armazenamento. Esses fatores também afetam a capacidade oxidante (BLUM-SILVA et al.,
2015; COLPO et al., 2016; DA SILVEIRA et al., 2016; HOLOWATY et al., 2016; ROSSA et
al., 2017; SOUZA et al., 2015).

3.1.5.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fenolicos pertencem a classe de substancias quimicas que incluem
uma grande diversidade de estruturas, simples e complexas, derivadas da fenilalanina e da

tirosina. Essas moléculas podem ser formadas por um ou mais anéis benzénicos, ligados a
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grupos hidroxilas, podendo ainda apresentar como substituintes grupamentos metil, metoxil,
amino e monossacarideos (HARBORNE, 1999; MAZUR, 2016; ROSSA, 2017). As principais
classes de polifendis sdo definidas de acordo com a natureza de sua estrutura sao elas os acidos
fenolicos, flavondides, taninos, cumarinas, antraquinonas e, menos comumente, estilbenos e
lignanas (MAZUR, 2016; ROSSA et al., 2017).

Essa classe de compostos sdo geralmente importantes metabolitos secundéarios das
plantas tendo com fungdes bioldgicas crescimento e desenvolvimento vegetativo; defesa contra
herbivoros e patégenos; funcdes de atrativos de polinizadores ou dispersores de sementes;
protecdo contra a radiacdo ultravioleta (ROSSA, 2017; TAIZ; ZEIGER, 2013); sao
responsaveis pela pigmentagcdo da maioria das flores e frutos e por algumas caracteristicas
organolépticas dos alimentos, como a maturidade dos frutos (LUZ, 2016; MAZUR, 2016;
ROSSA etal., 2017); atividades antimicrobiana, antifungica; anti-inflamatoria; cardioprotetora;
efeitos vasos dilatadores; fungdes de dissuasdo de insetos; quelacdo de metais pesados toxicos
e propriedades antioxidante contra radicais livres gerados durante a fotossintese (YURAWECZ
et al.,, 2005) Nutricionalmente, exercem uma acdo preponderante no desenvolvimento de
caracteristicas sensoriais como a cor e sabor de certos alimentos (LUZ, 2016).

Os flavondides sdo o maior grupo dos compostos fenolicos encontrados em
alimentos, com ampla distribuicdo em frutas, hortalicas e legumes, além dos graos, cereais e
leguminosas (LUZ, 2016). Apresentam estrutura com dois anéis aromaticos, unidos por um anel
heterociclico oxigenado. Nesse grupo encontram-se flavandis, flavanonas, antocianidinas,
flavonas, isoflavonas e flavondis, entre outros. Esses diferem entre si principalmente de acordo
com o grau de insaturacdo e oxidagdo do anel. (MAZUR, 2016). Um dos mais importantes
mecanismos de acdo dos flavonoides deve-se a sua propriedade antioxidante (MAJCHRZAK;
MITTER; ELMADFA, 2004), com potencialidades para prevencéo de doencas (GONZALEZ-
GALLEGO et al., 2010). No entanto, descobriu-se que a importancia dos flavonoides nédo é
apenas quanto a atividade antioxidante, estando, também, atrelados a atividade antimutagénica,
induzindo a apoptose (morte programada) de algumas células mutantes (ARCHIVIO et al.,
2007).

Na composi¢do quimica da erva-mate encontra-se a rutina pertencente a classe
dos flavonois. Essa classe se difere dos outros flavondides pela presencga do grupo hidroxilico
(na posicéo 3) e do grupo carbonilico (na posicéo 4), apresentando uma dupla ligagéo entre o0s
carbonos 2 e 3 do anel C (MAZUR, 2016). A rutina (Figura 2) é constituida pela quercetina
associada a um dissacarideo (6-O-a-L-ramnose-D-glucose) (MAZUR, 2016).
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Figura 2 - Estrutura quimica da rutina.
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Os é&cidos fenolicos sdo subdivididos em dois grupos: os derivados do &cido
hidroxibenzoico (Figura 3) e os derivados do acido hidroxicinamico (Figura 4) (MAZUR,
2016). A planta erva-mate apresenta elevada concentracdo de compostos do grupo do &cido
hidroxicindmico, com destaque para os derivados do acido caféico: acido 5-cafeoilquinico,
acido 3,4- dicafeoilquinico, &cido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico, acido
clorogénico e seus isdmeros (HECK; SCHMALKO; MEJIA, 2008). Esses sdo responsaveis por
inimeros efeitos bioldgicos da erva-mate como antiglicacdo, capacidade antioxidante e acao
adstringente, sendo estas duas também atribuida a presenca da rutina e outros flavonoides
(DARTORA, 2010; DUTRA, 2009; HECK; DE MEJIA, 2007).

Figura 3 - Estrutura quimica dos derivados do acido hidroxibenzoico.
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Fonte: Adaptado de PAGLIOSA, 2009.
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Figura 4 - Estrutura quimica de derivados do acido hidroxicinamico.
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Fonte: Adaptado de PAGLIOSA, 2009.

3.5.1.2 Metilxantinas

As metilxantinas (Figura 5) sdo metabolitos secundarios derivados do nucleotideo
purina e sdo conhecidos também como alcaloides purinicos (COELHO, 2002; DUTRA, 2009;
ROSSA et al., 2017). Fisiologicamente para as plantas, esses metabolitos secundarios possuem
funcBes bioldgicas parecidas com as dos compostos fendlicos, por exemplo, prote¢do contra
herbivoros e patdgenos, acdo alelopética, atrativo para animais polinizadores (ROSSA et al.,
2017). A mais abundante metilxantina na natureza é a cafeina (1,3,7 trimetilxantina), seguida
pela teobromina (3,7 dimetilxantina). A teofilina (1,3 dimetilxantina) e outros compostos se
encontram em pequenas quantidades, podendo ser intermediarios da biossintese e/ou
catabolismo da cafeina (DUTRA, 2009; ROSSA et al., 2017.).

A cafeina é um dos compostos associado ao amargor da erva-mate, sendo assim
usada como parametro de qualidade e analise do sabor da erva-mate e seus derivados (JUNIOR,
2005).
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Figura 5 - Estruturas quimicas das metilxantinas: cafeina, teobromina e teofilina.
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Fonte: Adaptado de COELHO,2002.

Estudos relacionados com algumas bebidas largamente consumidas, como café e
chd, indicam a agdo da cafeina sobre a musculatura estriada e como estimulante do sistema
nervoso central (DA CROCE, 2002). A teobromina, encontrada em produtos do cacau, tem
acao diurética direta sobre os rins (HARKINS et al., 1998) ou indireta, pois aumenta o fluxo
sanguineo renal e a filtracdo glomerular (SIMOES et al., 2004). Esses dois compostos possuem
as mesmas ac¢des farmacolégicas do ponto de vista qualitativo (estimulam o sistema nervoso
central; agem sobre os rins, induzindo a diurese; estimulam o musculo cardiaco e relaxam o
musculo liso, em particular a musculatura brénquica), diferindo em sua intensidade sobre 0s
diferentes sistemas organicos. No entanto, devem-se ter certos cuidados na ingestdo de
metilxantinas, pois é de conhecimento que a medida que a dose é elevada, observa-se um quadro
de nervosismo, agitacdo, tremores e outros sinais de estimulacdo do sistema nervoso central,
sendo possivel até a formacdo de um quadro de intoxicagdo aguda. Além disso, altas doses de
cafeina podem induzir a ins6nia, 0 nervosismo, a irritabilidade, a ansiedade, as nauseas e o
desconforto gastrointestinal (ALTIMARI et al., 2011)

3.5.1.3 Saponinas

As saponinas sdo moléculas derivadas de esteroides ou terpenos, encontradas nas
plantas superiores. Sua estrutura hidrofilica (agucares) e hidrofobica (triterpeno ou esteroide)

promove a reducdo da tenséo superficial de uma solugéo aquosa, formando espuma mediante a
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agitacdo. Apresentam, ainda, acdo detergente, emulsionante e de formagdo de micelas
(COELHO, 2002; EFING, 2008; KLEIN, 2010)

Dentre as classes de saponinas encontram-se triterpenoides glicosilados, os acidos
ursolicos e oleandico. As saponinas majoritarias de I. paraguariensis tém duas cadeias de
acucares, estrutura bidesmosidica (Figura 6). Cada uma delas € uma mistura de isémeros com

agliconas constituidas de acido ursélico ou de &cido oleanolico (COELHO, 2002).

Figura 6 - Saponinas majoritarias de llex paraguariensis: a) Matesaponina 1, b) Matesaponina
2, ¢) Matesaponina 3, d) Matesaponina 4, €) Matesaponina 5.

b)

Fonte: AUTORA, 2019.

Tais substancias sao responsaveis pelo amargor e espuma do mate, além de outras
propriedades bioldgicas (DARTORA, 2010). Também séo atribuidos a elas, propriedades de
complexacdo de esteroides, podendo exercer acdo antifungica, hipocolesterolémica e/ou
hepatoprotetora (SIMOES et al., 2001; GNOATTO, SCHENKEL e BASSANI, 2005; HECK;
DE MEJIA, 2007), efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios, anticoagulante, neuprotetores
(GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007; OSBOURN; GOSS; FIELD, 2011; RAO;
GURFINKEL, 2000). Schenkel, Gosmann e Athayde (2004) adicionaram saponinas de varias

espécies vegetais a dieta de animais de experimentacdo e demonstraram a propriedade das
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saponinas em diminuir a concentracao plasmatica de colesterol. Han et al. (2005) relataram que

as saponinas inibiram, também, a atividade da lipase pancredtica in vitro.

3.1.6 Atividades bioldgicas da erva-mate.

Os compostos citados anteriormente sdo responsaveis pelas propriedades
alimenticias e medicinais (tbnica, diurética, anti-inflamatoria, antioxidante) da planta da erva-
mate (DARTORA, 2010; LANGONI DE FREITAS et al., 2011).

Muitos autores relatam os beneficios do consumo de erva-mate, tais como: possuir
polifendis e metilxantinas similares ao cha verde que previnem a oxidacéo das lipoproteinas de
baixa-densidade (LDL) ou colesterol ruim; atuar como diurético, estimulante do sistema
nervoso central, energético, além de equilibrar a funcdo imune, limpar o sangue, e também
sugerido para o tratamento da obesidade minimizar riscos cardiovasculares (ALKHATIB;
ATCHESON, 2017; CHAVES et al., 2018; CHOI et al., 2017; COLPO et al., 2016; DE
RESENDE et al., 2015; MATEOS et al., 2018; PONTILHO et al., 2015). Filip et al. (2001)
avaliaram a atividade antioxidante de espécies do género llex relacionadas a llex paraguariensis
como a llex. theezans Mart. ex Reissek, llex. dumosa Reissek, llex argentina Lillo, llex
breviscuspis Reissek, e llex pseudobuxus Reissek dentre as quais a I. paraguariensis A. St.-Hil.
apresentou a maior atividade antioxidante.

A erva-mate tem apresentado potencial uso como agente preventivo e terapéutico
contra diabetes. Rocha et al. (2018) avaliou o efeito da planta em diferentes tecidos de ratos
diabéticos, como foco no metabolismo energético. Os resultados mostraram que o tratamento
com mate promoveu uma diminuicdo no tecido adiposo retroperitoneal em animais saudaveis.
Nos ratos diabéticos o peso muscular retornou aos niveis de controle, houve melhora nos niveis
séricos de glicose, creatina, ureia e proteina total e parametros musculares como capitacéo de
glicoese, producdo de CO> foram melhorados. Resende et al. (2012) além de estudar os niveis
de oxidacdo da glicose apds a administragdo oral de erva-mate em ratos Wistar machos, também
avaliou o efeito da planta sobre a gordura intra-abdominal e epididimal. Obteve-se redugéo
tanto no peso da gordura visceral como na oxidacao da glicose no tecido adiposo e hepatico.

Também em animais avaliou-se o0s efeitos do extrato hidroalcoolico de I.
paraguariensis no aprendizado e memdria, em que se concluiu que o sinergismo entre Varios
compostos pode reduzir o deficit cognitivo associado a doengas neurodegenerativas (como a

doenca de Parkinson), e foi sugerido que o consumo continuo de cha mate por diversas
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populacbes pode representar um fator profilatico em relacéo a essas desordens (PREDIGER et
al. 2008).

Conforti, Gallo e Saravi (2012) avaliaram a correlacao entre o consumo de cha mate
e a densidade dssea mineral apds a menopausa. Sugeriu-se efeito protetor da |. paraguariensis
contra a osteoporose, especialmente na coluna lombar e fémur.

In vitro, matesaponinas, contidas nas folhas secas de erva-mate, apresentaram agao
anti-inflamatoria e inibiram a proliferacéo de células de cancer de colon, através da ativacdo de
um caminho de apoptose intracelular em células especificas que pode estar associada a cascata
CASPASE dependente (PUANGPRAPHANT; BERHOW,; DE MEIJIA, 2011). Ferreira et al.
(1997) verificaram, a partir de experimentos in vitro, que as saponinas da |. paraguariensis
inibiram a difusdo passiva do acido coélico, através de membranas de celulose, minimizando a
inibicdo da absorc¢do intestinal de acidos biliares e, consequentemente, de colesterol. Segundo
Schenkel et al. (1995), a acdo antiflngica da erva-mate € decorrente da presenca das saponinas
ou mais especificamente relacionada a elevada solubilidade em é&gua dessas substancias e
atividade na desorganizacdo das membranas celulares. Burris et al. (2011) testaram a atividade
antimicrobiana do extrato aquoso contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, que se
mostrou ativo mesmo em concentragdes relativamente baixas.

Além disso, Dors (2017), constatou que a infusdo da erva-mate apresenta altas
concentracdes de Ca, Mg, N, Cu, Mn e Zn, concluindo que esses elementos sdo transferidos

para o chimarrdo.

3.1.7 Cadeia produtiva

Na Figura 7 tem-se um resumo da cadeia produtiva da erva-mate. A primeira etapa
é a colheita. Em até 24 h ap6s a colheita as folhas e ramos passam pela etapa de sapeco
(branqueamento) que é o estagio primério para a liberacdo de compostos volateis. O sapeco €é
caracterizado como um tratamento térmico em que se tem o contato rapido das folhas da planta
com chamas de fogo em fornos rotativos. Esse processo tem a finalidade de reduzir a umidade
das folhas e inativar enzimas como a peroxidase e polifenoloxidase (DANIEL, 2009; MAZUR,
2012, 2016). Essas enzimas quando ndo tem sua atividade enzimatica diminuida causam
escurecimento das folhas e conferem amargor a bebidas obtidas com o produto desidratado. O
prazo para se realizar o sapeco apos a colheita é para evitar fermentacdo, que é favorecida pela
umidade e temperatura, garantir caracteristicas de cor, sabor e aroma no produto final
(MAZUR, 2012, 2016).
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Figura 7 - Fluxograma do processo produtivo da erva-mate.
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Fonte: Adaptado de MAZUR, 2016.

Apbs o sapeco é realizada a secagem ou desidratacdo, 100 °C por aproximadamente
3 horas, que visa reduzir o teor de umidade das folhas de erva-mate para aproximadamente 5%
diminuindo, assim, a possibilidade de deterioracdo microbiana e degradacdo enzimética dos
constituintes nutricionais e quimicos (MAZUR, 2016). Segundo alguns estudos, no processo de
secagem do mate ha uma diminuicdo relevante do teor de cafeina. Esse fato pode ser um
problema, pois para a maioria das inddstrias ervateiras é vantajoso conservar gquantidades
elevadas de compostos fendlicos e metilxantinas (SCHMALKO; ALZAMORA, 2001;
ESMELINDRO et al., 2002).

A erva-mate é entdo triturada, passando a ser chamada de erva-mate cancheada,
chamada assim pelo fato de que essa operacgdo inicialmente era realizada em local assoalhado
denominado como cancha. Atualmente, é feita em trituradores ou cancheadores. que é a matéria
prima para a fabricacdo da erva para o chimarrdo. A erva-mate cancheada € a matéria prima
para a fabricacdo da erva para o chimarrdo, do tereré e cha mate verde. Ela é peneirada e
misturada em diferentes proporg¢des de folhas e ramos, dependendo do produto final esperado.
Para a producdo do mate para esses produtos, apds a mistura, a planta € moida para reduzir a
granulometria do material, utilizando moinho de facas ou soque. No caso do cha mate tostado,
apos a moagem, ha a etapa de torrefacdo (MAZUR, 2012, 2016; SCHIRIGATTI, 2014).

3.2 Cromatografia liquida de ultra performance

Métodos cromatograficos sdo comumente empregados na analise quantitativa e
qualitativa de metabolitos de interesse em produtos naturais (GUEDES, 2018; LIMA, 2018).
Dentre esses metodos destacam-se a cromatografia liquida de alta performance (High-

Performance Liquid Chromatography, HPLC) e a de ultra performance (Ultra-Performance
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Liquid Chromatography, UPLC). As duas sdo mais aplicadas em estudos metabolomicos.
(FUNARI et al., 2013). Elas baseiam-se nos mesmos principios de separacdo, em que uma
amostra é injetada em uma coluna cromatogréafica, na qual contém a fase estacionéria, que estar
guarnecida com particulas porosas que interagem quimicamente ou fisicamente com as
moléculas da amostra. O solvente (fase movel) carreia, através de uma bomba de alta pressao,
as moléculas da amostra que possuem mais afinidade com ele, separando 0os compostos. Apos
a separacdo, 0s compostos passam para o0 detector, o qual gera um sinal de intensidade
proporcional a quantidade do composto analisado. Por fim, um software computacional gera
um cromatograma com os dados obtidos (LIMA, 2018). As diferencas entre HPLC e UPLC
esta no fato que a segunda técnica utiliza colunas cromatogréficas de dimensdes reduzidas com
particulas da fase estacionaria de tamanho inferior a <2 pm e altas velocidades lineares de fase
movel, o que resulta em uma maior pressao de trabalho (LIMA, 2018). Além disso, as analises
por UPLC sdo feitas em menores tempo, requerem menores volumes de amostra e fase movel,
possui melhor resolucgdo e detectabilidade e diminuicdo na geracao de residuos (MALDANER;
JARDIM, 2009, 2012).

3.3 Espectrometria de massas

A espectrometria de massa (MS, do inglés, mass spectrometry) é uma técnica de
andlise bastante empregada para metabolitos. Nela moléculas de uma amostra sdo convertidas
em ions em fase gasosa. Os ions passam por um analisador de massas e depois seguem para o
detector, no qual sdo gerados sinais de acordo com a relacdo massa/carga (m/z) dos ions,
criando, assim, um espectro de massas de acordo com a abundancia relativas dos sinais (HO et
al., 2003). A MS pode ser usada através da infusdo direta dos extratos (DIMS, do inglés, direct
infusion mass spectrometry), porém na analise muitas vezes ocorre problemas de supressédo de
ionizacdo (CANUTO et al., 2018; HU; XU, 2013; SUSSULINI, 2017). Para contornar esses
problemas, a MS é hifenada com técnicas cromatograficas, como por exemplo, a UPLC
(GUEDES, 2018). A combinacéo entre UPLC acoplada a MS com ionizacdo por electrospray
e analisador de massas tandem (MS"), quadrupolo tempo de voo (ESI-TOF), resultando em
UPLC-QTOF-MSE, é uma técnica extremamente sensivel, demandada quantidades muito
baixas de amostras e menor tempo de analise (FORCISI et al., 2013; FUNARI et al., 2013;
GUEDES, 2018; MOCO et al., 2007).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras, reagente e quimicos

As amostras foram obtidas do banco ativo de germoplasma da Embrapa Florestas
(Colombo, PR). Separou-se manualmente as folhas e os ramos das amostras secas de erva-mate
e cada parte foi moida separadamente em um moedor de café di garno (Cadence). As amostras
moidas foram colocadas em sacos plasticos transparentes, devidamente etiquetados e guardadas
em local apropriado, protegidas da umidade e luz.

Agua foi purificada utilizando Sistema de Purificacio de Agua Integral Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Acido formico (pureza ~ 98%) foi obtido da Sigma- Aldrich
(Life Science).

4.2 Extracdo aquosa para analise por UPLC

Pesou-se 50 mg de amostra (25 mg de folhas e 25 mg de ramos) de erva-mate em
tubos de ensaio com tampa. Nessa massa adicionou-se 4,0 mL de agua deionizada por sistema
Milli-Q a 80 °C, deixando-a extrair por 30 min. Apds esse tempo, 900 pL das solugbes foram
filtradas em filtro 0,22 um PTFE. A aliquota filtrada foi coletada em vials, onde também se
adicionou 100 pL de padrdo interno de genisteina 10 ppm, de modo que a concentracdo do
padrdo na solucdo final fosse 1 ppm. As infusdes foram feitas em quintuplicata e foram
armazenadas em um ultra freezer a - 80 °C até serem enviadas para analise no UPLC-QTOF-
MSE. Apos a finalizagdo da extracdo foi feita o “quality control”. O procedimento consistiu em
reunir aliquotas de 50 pL de cada vial em um béquer e transferir 1000 pL do “quality control”
para outro vial, esse também foi injetado no UPLC-QTOF-MSE.

4.3 Analise por UPLC-QTOF-MSE

As infusdes foram analisadas em um sistema cromatografico Acquity UPLC
(Waters), acoplado a um quadrupolo/ tempo de voo (QTOF, Waters). Os ensaios
cromatograficos foram realizados em um Water Acquity UPLC BEH (150 mm x 2,1 mm, 1,7
pm), temperatura fixa de 40 °C. O sistema de eluicdo de gradiente binario consistiu em 0,1%
de &cido formico em agua (A) e 0,1 % de &cido formico em acetonitrila (B). As condicbes de
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eluicdo do UPLC foram otimizadas da seguinte maneira: gradiente linear de 2 a 95% B (0-15
min), 100% B (15-17 min), 2% B (17,01), 2% (17,02-19,01 min), fluxo de 0,4 mL min™ e
volume de injecdo de amostra de 5 uL .

O perfil quimico das amostras foi analisado pelo acoplamento do sistema Waters
ACQUITY UPLC ao espectrometro de massa quadrupolo-tempo de voo (Q-TOF) (Water,
Milford, MA, EUA) com interface de ionizacdo por eltropulverizagdo em modo de ionizacéo
positiva (ESI*). O modo ESI* foi adquirido na faixa de 110-1180 Da temperatura da fonte fixa
a 120°C, temperatura de dessolvatacéo de 350 °C, fluxo de gas de dessolvatacdo de 500 L h,
cone de extracdo de 0,5 V, voltagem capilar de 2,6 kV. Encefalina leucina foi usada como uma
massa de bloqueio. O modo MS utilizou Xevo G2-XS QTOF. O espectrometro operou com
programacdo MSE centroide usando uma rampa de tensdo de 20 a 40 V. O instrumento foi

controlado pelo software Masslynx 4.1 (Waters Corporation).

4.4 ldentificacdo dos compostos

Os dados das analises foram processando pelo software MassLynx versdo 4,1. Para
a comparagao dos picos no cromatograma de massa foi utilizada uma tolerancia de £ 0,05 min
para o tempo de retencdo e + 0,05 Da para a massa exata. A partir da ferramenta Elemental
Composition do MassLynx, todas as formas moleculares possiveis foram deduzidas (elementos
C, H, N, O e tolerancia de 10 ppm).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil quimico da mistura das folhas e ramos para as amostras de erva-mate do
foi estabelecido pela analise dos cromatogramas em modo positivo (ESI*) (Figura 8) e o0s
espectros de massa. Na identificagdo quimica dos compostos foram utilizadas amostras da
mesma espécie, familia e/ou género da llex paraguariensis. Ao todo foram identificados 19
compostos que estao contido na Tabela 1 e suas estruturas sdo mostradas na Figura 8. A fim de
proporcionar uma melhor intepretacdo, os picos dos cromatogramas foram organizados na
Tabela 1 em ordem crescente de eluicdo. Além disso, nessa estd incluso os metabdlitos
identificados, seus ions protonados [M-H]", os fragmentos para os respectivos ions, o erro em
partes por milhdo (ppm) e sua possivel formula molecular.

O pico 1 (tr = 2,41 min) apresentou no seu espectro de massa um ion protonado de
m/z 181,0727 [M+H]" e a presenca de fragmentos MS/MS m/z 67,0470 Da, 138,0546 Da,
163,0334 Da e 181,0562 Da, o que indica, segundo a literatura, a presenca de teobromina
(GRUNENNVALDT, 2018). O fragmento 138,0546 Da advém do ion molecular 181,0562 Da
que fragmenta como mostra a Figura 9 (CHOI et al., 2013). Como ja citado, a teobromina € a
segunda metilxantina mais abundante na natureza e tem acdo diurética direta sobre os rins
(HARKINS et al., 1998) ou indireta, j& que aumenta o fluxo sanguineo renal e a filtracdo
glomerular (SIMOES et al., 2004).

O pico 2 (tr = 2,52 min) apresentou no seu espectro de massa um ion protonado
181,0501 [M+H]" e a presenca do fragmento MS/MS m/z 163,0361 Da. De acordo com a
literatura, o pico 2 é compativel com o acido caféico. A perda de uma molécula de dgua origina
o fragmento 163,0361 Da [M+H-H>O]" (COLPO et al., 2018). A erva-mate possui grande
concentracdo de 4cido caféico, como ja foi citado, logo era esperado a identificacdo desse
composto nas amostras. O acido caféico, é responsavel por inumeros efeitos bioldgicos da
planta, tais como antiglicacdo, potencial antioxidante e acdo adstringente (DARTORA, 2010;
DUTRA, 2009; HECK; DE MEJIA, 2007).

O pico 3 (tr = 2,61 min), 4 (tr = 2,64 min) e 5 (tr = 2,65 min) apresentaram nos
seus espectros de massas MS os ions protonados m/z 355,1025 Da, 355,1027 Da e 355,1042
Da, respectivamente. Assim, foram obtidas formulas moleculares idénticas para essas massas
monoisotopicas e inferiu-se esses compostos eram isdmeros do &cido clorogénico, de formula

molecular C16H180g, dado que 0s compostos possuem ion molecular comum, m/z 355 [M+H]".
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Figura 8 — Cromatogramas obtidos no UPLC-QTOF-MSE no modo postivo (ESI*) para as infusdes
da mistura de folhas e ramos das amostras de erva-mate e estrutura dos compostos identificados.
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Figura 9 — Rota de fragmentag&o do ion molecular da teobromina.
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Fonte: Adaptado de CHOI et al., 2013.

O pico 3 apresentou fragmentos MS/MS m/z 135,0429 Da, 145,0309 Da, 163,0376
Da, 181,0419 Da. O pico 4 apresentou fragmentos MS/MS m/z 135,0518 Da, 145,0542 Da,
163,0363 Da e 181,0392 Da. Enquanto o pico 5 apresentou fragmentos MS/MS m/z 135,0436
Da, 145,0557 Da, 163.0387 Da e 181,0620. De acordo com a ordem de eluigéo da literatura, o
pico 3 foi identificado como o &cido 3-O-cafeoilquinico, o pico 4 foi proposto como &cido 5-
O-cafeoilquinico e o pico 5 como acido 4-O-cafeoilquinico (WILLEMS et al., 2016; ZHU et
al., 2009). O fragmento m/z 181 corresponde ao acido caféico, a perda de agua desse produz o
fragmento m/z 163, enquanto os fragmentos m/z 145 e 135 advém do m/z 163 e sdo
consequéncias da perda de agua e mondxido de carbono, respectivamente (Figura 10)
(WILLEMS et al., 2016; ZHU et al., 2009).

Figura 10 — Rota de fragmentacédo do acido clorogénico.
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Fonte: Adaptado de WILLEMS et al., 2016.

O pico 6 (tr = 3,45 min) apresentou no seu espectro de massa um ion protonado m/z

195,0889 [M+H]" foi verificada a presenca do fragmento MS/MS 195,0882 Da, caracterizando,
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de acordo com a literatura, cafeina (RIBEIRO et al., 2019). Como j& comentado no trabalho, a
cafeina é a metilxantina mais abundante na natureza. Em relagdo a erva-mate € atribuido a ela
0 amargor da planta e a acdo estimulante (JUNIOR, 2005; MATEOQOS et al., 2017), além disso,
tem acdo sobre o sistema nervoso central e incita a diurese (MATEOS et al., 2017).

Os picos 7 (tr = 4,04 min), 8 (tr = 4,08 min) e 12 (tr= 4,99 min) apresentaram nos
seus espectros de massas MS os ions protonados m/z 517,1357 Da, 517,1344 Da e 517,1346
Da, respectivamente. Logo, foram obtidas formulas moleculares iguais para essas massas
monoisotopicas. Deduziu-se que esses compostos eram isémeros do acido dicafeoilquinico, que
possui formula molecular C2sH24012, pois 0s compostos possuem ion molecular comum, m/z
517 [M+H]*. O pico 7 apresentou fragmento MS/MS m/z 163,0376 Da. O pico 8 mostrou
fragmento MS/MS m/z 163,0377 Da, enquanto o pico 12 apresentou fragmentos 163,0336 Da
e 499,1207 Da. De acordo com a ordem de eluicdo da literatura, os picos 7, 8 e 12 foram
identificados, respectivamente, como: &cido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e
acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (HECK; SCHMALKO; DE MEJIA, 2008; ZHU et al., 2009).
Assim como nos acido cafeoilquinicos, os fragmentos m/z 163 é relacionado ao grupo cafeoil
(&cido caféico pela perda de uma molécula de agua). Ja os fragmentos m/z 499 corresponde a
perda de uma molécula de H20 do &cido dicafeoilquinico (ZHU et al., 2009).

O pico 9 (tr = 4,15 min) apresentou ion protonado de m/z 611,1609 [M+H]*, além
disso, verificou-se a presenca de fragmento MS/MS 303,0462 Da e 465,1002 Da. De acordo
com a literatura, o pico 9 pode ser identificado como o composto rutina (ZHU et al., 2009).

O pico 10 (tr = 4,21 min) apresentou no seu espectro de massa um ion protonado
m/z 465,1038 [M+H]" e fragmento MS/MS 303,0480 Da, indicando, pela literatura, a presenca
de quercetina 3-O-glucosideo (PERES et al., 2013). A quercetina é um flavonoide natural,
encontrado mais abundantemente em frutas e vegetais, é usado em medicina tradicional em
muitos paises, pois possui efeito antivirais, antibacterianos, anticarcinogénicos e anti-
inflamatdrios (PATIL; ANGADI; DEVDHE, 2015).

O pico 11 (tr= 4,64 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion protonado
m/z 595,1661 [M+H]" e observou-se fragmento MS/MS 287,0502 Da. De acordo com os dados
apresentados, a tentativa de identificacdo para o pico 11 foi o composto kaempferol 3-
rutinosideo. Na literatura esse composto é relato como eluindo depois do acido 4,5-di-O-
cafeoilquinico (pico 12), mas como a diferenca dos tempos de retencéo obtidos para eles ndo €
alto, continuou-se com a possibilidade do pico 11 ser o kaempferol 3-rutinosideo, contudo
reforcando a ideia de tentativa de identificagdo. O fragmento m/z 287,0502 Da representa um
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kaempferol aglicona (ZHU et al., 2009). O kaempferol 3-rutinosideo também é um flavonoide
e apresenta atividades analgésicas e anti-inflamatérias (DO NASCIMENTO et al., 2018).

O pico 13 (tr = 5,06 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion
protonado de m/z 679,1661 [M+H]* e fragmentos MS/MS 163,0372 Da e 517,1265 Da. Pela
literatura, o pico 13 pode ser identificado como &cido tricafeoilquinico. O fragmento em m/z
517,1265 Da pode ser atribuido ao acido tricafeoilquinico com uma perda de uma molécula
desidratada de acido cafeico [M+H-acido cafeico-H.O]". Essa, por sua vez, corresponde ao
fragmento em m/z 163,0372 Da (PERES et al., 2013). Além de ja ter sido identificado na erva-
mate, o acido tricafeoilquinico foi constatado em folhas de batata doce (YOSHIMOTO et al.,
2002).

O pico 14 (tr = 5,49 min) apresentou ion protonado m/z 209,0813 [M+H]*, na
analise do espectro de massa MS, os fragmentos MS/MS 135,0439; 163,0369 Da; 179,0755
corresponde ao composto sinapaldeido. Esse composto é um fenilpropandide e ndo ha relatos
dele na erva-mate, mas ja foi identificado na llex rotunda Thunb. (CHEN et al., 2019).

O pico 15 (tr = 7,80 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion
protonado 1075,5693 [M+H]" e mostrou fragmentos MS/MS 439,3585 Da, 751,2217 Da e
913,7741 Da. De acordo com os fragmentos e a ordem de eluicdo da literatura, o pico 15 foi
identificado como matesaponina 3. De acordo com a literatura o fragmento m/z 913,7741 Da €
decorrente da perda de uma glicose [M+H-GIc]*, o fragmento m/z 751,2217 Da é proveniente
da perda de duas glicose [M+H-2GlIc]" e o fragmento m/z 439,3585 Da provém da perda de trés
glicoses e uma arabinose [M+H-3Glc-Ara]* (COLPO et al., 2018).

O pico 16 (tr = 7,81 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion
protonado 1059,5769 [M+H]" e fragmento MS/MS 439,3585 Da. De acordo com a literatura,
0 pico 16 também se trata de uma matesaponina, a matesaponina 2. O fragmento m/z 439,3585
Da pode ser atribuido a perda de duas glicose, uma ramnose e uma arabinose [M+H-2Glc-Rha-
Ara]" (COLPO et al., 2018).

O pico 17 (tr = 7,87 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion
protonado 913,5209 [M+H]*. Foi observado fragmento MS/MS m/z 439,3524 Da. Pela
literatura, ao pico 17 pode ser atribuido a matesaponina 1. Em que o referido fragmento pode
ser imputado a perda de duas glicoses e uma arabinose [M+H-2Glc-Ara]* (COLPO et al., 2018).

O pico 18 (tr = 11,92 min) mostrou no seu espectro de massa MS um ion protonado
473,3608 [M+H]" e fragmentos MS/MS m/z 167,1038 Da, 209,1215 Da, 409,7605 Da e
455,9065 Da. De acordo com a literatura, o pico 18 foi identificado como é&cido 23-

hidroxiursélico. O composto se trata de um triterpenoide ursano e além de ser reportado na llex
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paraguariensis também foi identificado na llex rotunda Thunb. (CHEN etal., 2019; DA SILVA
etal., 2018).

O pico 19 (tr = 11,98 min) apresentou no seu espectro de massa MS um ion
protonado 471,3471 [M+H]", foi observado fragmentos m/z 175,0599 Da, 189,1605 Da e
453,3017 Da. O pico 19 foi identificado como acido 3,23-di-hidroxiurs-12,18-dien-28-6ico.
Esse composto também se trata de um tripernoide ursano e, assim como o composto do pico
14, foi identificado na llex rotunda Thunb., ndo tendo relatos na literatura da sua presenca na
erva-mate (CHEN et al., 2019).
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Tabela 1 — Compostos identificados nas infusdes das folhas e ramos da llex paraguariensis (continua).

. [M+H]* [M+H]* Férmula Erro Tentativa de

i MS/MS R Referéncia
Pico (min) observado calculado ( ) molecular (ppm) identificagdo
67,0470; 138,0546; ) (GRUNENNVALDT,
1 2,41 181,0727 181,0726 C7HsgN4O> 0,6 Teobromina
163,0334; 181,0562 2018)
2 2,52 181,0487 181,0501 163,0361 CoHgO4 -1,7 Acido cafeico (COLPO et al., 2018)
135,0429;145,0309; o o (WILLEMS et al., 2016;
3 2,61 355,1025 355,1029 C16H1809 -1,1 Acido 3-O-cafeoilquinico
163,0376; 181,0419 ZHU et al., 2009)
135,0518; 145,0542; . . (WILLEMS et al., 2016;
4 2,64  355,1027 355,1029 C16H1809 -0,6 Acido 5-O-cafeoilquinico
163,0363; 181,0392 ZHU et al., 2009)
135,0436;145,0557; o o (WILLEMS et al., 2016;
5 2,65  355,1042 355,1029 C16H1809 3,7 Acido 4-O-cafeoilquinico
163,0387;181,0620 ZHU et al., 2009)
6 3,45  195,0889 195,0882 195,0820 CsH10N4O2 3,6 Cafeina (RIBEIRO et al., 2019)
o . ) _ (HECK; SCHMALKGO;
7 4,04  517,1357 517,1346 163,0376 Ca5H24012 2,1 Acido 3,4-dicafeoilquinico
DE MEJIA, 2008)
. _ o (HECK; SCHMALKO;
8 4,08 517,1344 517,1346 163,0377 CasH24012 -0,4 Acido 3,5-dicafeoilquinico

DE MEIJIA, 2008)
9 4,15 611,1609 611,1612  303,0462; 465,1002  C27H30016 -0,5 Rutina (ZHU et al., 2009)
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tr

[M+H]"

[M+H]*

Formula

Erro

Tentativa de

Pico (min) observado calculado (MS/MS) molecular (ppm) identificacdo Referéncia

10 4,21 465,1032 465,1033 303,0480 C21H20012 -0,2 Quercetina 3-O-glucosideo (PERES et al., 2013)

11 4,64 595,1661 595,1663 287,0502 C27H30015 -0,3 Kaempferol 3-rutinosideo (ZHU et al., 2009)

Acido 4,5-di-O-
12 4,99 517,1348 517,1346  163,0336; 499,1207  C25H24012 0,4 o (ZHU et al., 2009)
cafeoilquinico

13 5,06 679,1661 679,1663  163,0372;517,1265  Cz4H30015 -0,3 Acido tricafeoilquinico (PERES et al., 2013)
135,0439; 163,0369; )

14 5,49 209,0813 209,0814 C11H1204 -0,5 Sinapaldeido (CHEN et al., 2019)

179,0755

439,3585; 751,2217,; :

15 7,80 1075,5693 1075,5689 Cs3HgsO22 0,4 Matesaponina 3 (COLPO et al., 2018)

913,7741

16 7,81  1059,5769 1059,5740 439,3585 Cs3HgsO21 2,7 Matesaponina 2 (COLPO et al., 2018)

17 7,87 913,5209 913,5161 439,3524 Ca7H76017 53 Matesaponina 1 (COLPO et al., 2018)

18 11,92 473,3608  473,3631 107,1038; 2091215 CaoH4g0 49  Acido 23-hidroxiursoli

: , , -4, cido 23-hidroxiursolico

409,7605; 455,9065 (CHEN etal., 2019)
175,0599;189,1605; Acido 3,23-di-hidroxiurs-

19 11,98 471,3471 471,3474 CaoH1604 -0,6

Fonte: AUTORA, 2019

453,3017

12,18-dien -28-0ico

(CHEN et al., 2019)
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6 CONCLUSAO

Por meio da analise das infusbes da mistura de folhas e ramos da erva-mate por
meio da técnica UPLC-QTOF-MSE utilizando o modo de ionizagdo positiva, foi possivel
tentativamente identificar 19 compostos. Nos quais merecem destaque as classes dos compostos
fenolicos, polifenolicos, metilxantinas, saponinas, derivados do acido cafeoilquinico. Além
disso, dentre os 19 compostos, duas moléculas foram tentativamente identificadas pela primeira
vez na llex paraguariensis, corroborando para a importancia do trabalho no conhecimento do

perfil metabdlico da planta.
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