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RESUMO

Titulo: FRACIONAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS EM AMOSTRAS DE
ERVA-MATE (/lex paraguariensis) ORGANICA E CONVENCIONAL

Autor: Juliana Martins Dias
Orientador: Prof. Dr. Rodolfo Carapelli
Coorientadora: Dra. Michele Moraes de Souza

As folhas e talos utilizados na producao de erva-mate sdo oriundas de
arvores da espécie llex paraguariensis e possuem grande valor cultural e
potencial tecnolégico evidente, fato que se da devido a expressiva presencga de
compostos bioativos, como os compostos fendlicos, que sdo reconhecidos por
sua capacidade de regularizar estados de estresse oxidativo, agindo na
manutencdo da vida vegetale animal. Esses compostos podem ser extraidos em
sua forma livre ou conjugada a partir de um procedimento de fracionamento, que
aplica estratégias hidroliticas para melhor recuperacdo destes das matrizes
vegetais. A sintese dessas moléculas pode ser modulada por condicdes
ambientais, como por exemplo estresse bibtico e abiotico, e 0 estudo de produtos
cultivados a partir de sistemas de cultivo fundamentalmente distintos, como o
sistema de cultivo organico e convencional, pode evidenciar comportamento
diferente no perfil fendlicos dos produtos. No presente trabalho utilizou-se a
metodologia de fracionamento para avaliar o teor de compostos fendlicos livre e
conjugados em amostras de folhas e talos de erva-mate orgénica e convencional
e constatou que: a) as folhas de erva-mate sao mais concentradas do que o0s
talos; b)a estratégia de fracionamento incrementou a concentracdo de compostos
fendlicos determinados nas amostras estudadas; c) a fracdo conjugada € mais
concentrada do que a livre e; d) os grupos amostrais organico e convencional
demonstraram paridade, indicando que o sistema de cultivo pode ser uma
caracteristica de menor impacto na modulagéo da sintese fendlica em erva-mate.

Palavras-chave: erva-mate, compostos fendlicos, compostos fendlicos livres,
compostos fendlicos conjugados, sistemas de cultivo e partes da planta.



Xiii

ABSTRACT

Title: FRACTIONING OF PHENOLIC COMPOUNDS IN ORGANIC AND
NON-ORGANIC YERBA MATE (l/lex paraguariensis) SAMPLE.
Author: Juliana Martins Dias

Advisor: Prof. Dr. Rodolfo Carapelli

The leaves and stems used in the production of yerba mate come from trees
of the species llex paraguariensis and have great cultural value and evident
technological potential. This is due to the significant presence of bioactive
compounds, such as phenolic compounds, which are recognized for their ability to
regulate states of oxidative stress, acting in the maintenance of plant and animal life.
These compounds can be extracted in their free or conjugated form from a
fractionation procedure, which applies hydrolytic strategies for a better recovery of
these compounds from the vegetable matrices. The synthesis of these molecules
can be modulated by environmental conditions, such as biotic and abiotic stress, and
the study of products grown from fundamentally different cultivation systems, such
as organic and non-organic, can show different behavior in the phenolic profile of the
products. In the present work, the fractionation methodology was used to evaluate
the content of free and conjugated phenolic compounds in leaf and stem samples of
organic and non-organic yerba mate and found that: (a) yerba mate leaves are more
concentrated than stalks; (b) the fractionation strategy increased the concentration of
phenolic compounds determined in the samples studied; (c) the conjugated fraction
is more concentrated than the free and; (d) the organic and non-organic sample
groups showed parity, indicating that the cultivation system may be a characteristic
of less impact on the modulation of phenolic synthesis in yerba mate.

Keywords: yerba mate, phenolic compounds, free phenolic compounds,
conjugated phenolic compounds, farming system and part plants.



1. INTRODUCAO

As espécies arbdreas sao, normalmente, identificadas por seus produtos
frutiferos ou madeireiros. A llex paraguariensis € um exemplo importante, sendo
reconhecida pela sua utilizacdo na producdo da erva-mate, que vem ganhando
espaco no mercado nacional e internacional devido sua utilizacao tipica (preparo e
consumo das bebidas ‘chimarrdo’ e ‘tereré’), além de um crescente interesse
tecnolégico. Os seus extratos podem apresentar caracteristicas benéficas a saude,
bem como a prépria matriz pode ser aplicada na formulagao de bebidas e alimentos
como paes e energéticos (BRANCO et al., 2013; SANTETTI et al., 2021). Outro
fatorinteressante quanto aos produtos dessa matriz vegetal estd na mistura entre
duas partes da planta (folhas e talos) pois, assim com discutido por WANG et al.,
(2020), os tecidos e 6rgaos vegetais sintetizam metabdlitos de forma distintas e o
aproveitamento dessas caracteristicas pode enriquecer a capacidade nutricional

dos produtos.

A erva-mate é reconhecida como fonte de compostos fendlicos na dieta
(MEINHART et al., 2010), apesar de, em geral, os estudos realizados sobre esse
tema considerarem apenas a fracdo livre de compostos fendlicos, por isso, o
aprofundamento desses estudos é necessario e a aplicacao de estratégias para a
extracdo seletiva de compostos fendlicos, originalmente inacessiveis, a partir do
rompimento de suas interacbes com outras biomoléculas presentes nos vegetais,
0 que se configura em um fracionamento entre os compostos fendlicos extraiveis
(ou sollveis) e ndo extraiveis (ou insoliveis) (PEREZ-JIMENEZ et al., 2013;
WANG et al.,, 2020). Com base nessas descricoes alguns trabalhos otimizam o
processo de extracdo de compostos fendlicos, e descrevem a combinagdo de
métodos tradicionais, que utilizam misturas de solvente organico e agua para o
procedimento, com diferentes tipos de hidrolises utilizadas na liberacao de fendis,
dentre elas a hidrélise acida e a hidrolise alcalina (ACOSTA-ESTRADA et al.
2014; LI et al., 2020 e ZHANG et al., 2020). Essas abordagens se mostram



eficientes para obtencdo de extratos fendlicos pois combina a fracdo soluvel,
extraida noprocedimento tradicional, com as fragdes extraidas nos processos
hidroliticos, que apresenta como caracteristica maior resisténcia em ser removida
da matriz devido a suas interagbes quimicas. Dessa forma, o fracionamento
proporciona determinacdo de compostos fendlicos mais condizente com a
presenca destes na matriz vegetal (PEREZ-JIMENEZ et al., 2013; ZHANG et al.,
2020).

Assim como diversos produtos, a erva-mate pode ser oriunda e ervais
cultivados pelo sistema orgénico ou convencional, a producdo organica nao €&
novidade no Brasil e no mundo, tendo suas raizes na década de 1970, contudo,
no territoério brasileiro, as diferencas entre o sistema de cultivo orgéanico e o
sistema de cultivo dito como convencional foi esclarecida fundamental e
praticamente apenas em 2003, com a publicacdo da lei n° 10.831, que alicerca
os pilares legais para a producao organica e direciona o setor para érgaos de
regulamentagcado, um fatoimportante para que haja garantia quanto a origem do
produto. Um produto organico é aquele produzido na auséncia de fertilizacao
sintética, biocidas, irradiacao e aditivos quimicos, e muitas dessas caracteristicas
nao sao vistas na producdo convencional, que engloba todos os produtos nao
classificados como orgénicos, e € caracteristicamente permissiva quanto uso de
fertilizacdo artificial, agrotdxicos e espécies transgénicas (ESTEVES et al., 2020;
RAHMAN et al., 2021). Esses diferentes sistemas aplicados para cultivar um
alimento s&o capazes de ditar aspectos importantes quanto sua capacidade
nutricional, alterando a concentracdo de nutrientes, como por exemplo Cu, Fe,
Mg, Mn e Zn, assim como influenciando no perfil de macromoléculas pertencentes
ao metabolismo primario, como os lipidios, proteina e carboidratos (NEVES et al.,
2021; POPA et al., 2019).

O cultivo também afeta a sintese de metabdlitos secundarios nos vegetais,
como o0s compostos fendlicos, que sao reconhecidos por diversas
funcionalidades, como contribuicdo para as caracteristicas organolépticas (cor,



odor, sabor e textura) e acdo de defesa contra estresses fisico, quimico e
bioldgico (ARAUJO et al., 2021; TAIZ e ZEIGER, 2013; ZHANG et al., 2020).
Devido a essas caracteristicas os compostos fenolicos sdo de grande valia para
as plantas que os sintetizam, assim como apresentam potencial tecnoldgico
evidente e sao aproveitados entre setores industriais como o farmacéutico,
cosmeético, alimentar e téxtii (ALBUQUERQUE et al.,, 2021).0s alimentos
organicos se mostram mais concentrados quanto ao teor de fendlicos soluveis,
em amostras de frutas e vegetais, segundo FALLER E FIALHO, 2010, e maiores
teores de flavonoides e taninos (classes de compostos fendlicos) também foram
encontrados em amostras organicas de cha verde estudas por KAZIMIERCZAK
et al., (2013). Tais informacbes corroboram com a discussao estabelecida por
RAHMAN et al., (2021), que discute a qualidade nutricional e seguranca de
produtos organicos e convencionais e conclui que os produtos organicos sdo mais
concentrados em compostos fendlicos e seguros ao consumidor e produtor.
Contudo, € necessario maior aprofundamento e disseminacao de estudos a certa
do comparativo entre os produtos organicos e convencionais, principalmente,
aqueles que consideram estratégias mais robustas para a extracdo dos
compostos fendlicos, como o fracionamento, em diferentes 6rgaos vegetais, como

a proposta deste trabalho.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar perfil de compostos fendlicos
através da extracdo fracionada desses compostos em amostras de folhas e
talos de erva-mate de origem organica e convencional (disponiveis
comercialmente) e visa compreender como as caracteristicas tipicas de cada
sistema de cultivo influenciam no perfil fendlico, assim como distribuicdo dessas

moléculas nos diferentes 6rgaos vegetais (folhas e talos).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar o método de fracionamento de compostos fendlicos em
amostras defolhas e talos de erva-mate;

Determinar o teor de compostos fendlicos totais nas fracoes obtidas;

Comparar estatisticamente as variaveis: a) partes da planta (folhas e talos);
b) sistema de cultivo (organico e convencional) e; c) fracionamento de

compostosfendlicos (fragdes livre e conjugada) e;

Interpretar e relatar os resultados encontrados.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 ERVA-MATE (/ILEX PARAGUARIENSIS)

A arvore de maior reconhecimento econbémico, por produtos nao
madeireiro, é a llex paraguariensis, que da origem a produtos como o cha mate e a
erva-mate, sendo a segunda a fonte para preparos de bebidas populares em paises
da América Latina, o ‘chimarrdo’ e o ‘tereré’, que sdo, em sua esséncia, infusdes
produzidas a partir das folhas e talos dessa planta e se diferenciam na forma de
preparo, enquanto a primeira se trata de um preparo quente, a segunda é
caracteristicamente um preparo frio. A arvore de erva-mate € uma angiosperma
natural das regides de clima subtropical na América do Sul que pode ser descrita
com alturas de até 25 metros, e copa com intensa quantidade de folhas de cloragao
esverdeada, além de frutos arroxeados, com sementes, e flores (figura 01)
(LANDAU, SILVA e TORRES, 2020). A Taxonomia dessa planta segue a seguinte
classificacao: classe das dicotileddneas,familia Aquifoliaceae, género llex e espécie
paraguariensis e recebeu o nome cientifico de llex paraguariensis A. St. Hil., em
homenagem ao seu primeiro descritor, August de Saint Hillaire, no século XIX, mais
especificamente no ano de 1822 (SAINT-HILARE, 1822; LINHARES, 1969;
GERHARDT, 2013).



Figura 01. Arvore da erva-mate (llex paraguariensis).

Fonte: Adaptado de Manual ERVA20 (EMBRAPA, 2020).

Sua distribuicdo natural se da entre a Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil,
sendo que no territdrio brasileiro ha predominancia desses cultivos nas regides sul e
centro-oeste, em estados como o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato
Grosso do Sul, Sao Paulo e Rio de Janeiro, e em 2016 0s ervais ja ocupavam cerca
de 3% de todo o territério Sul-Americano, aproximadamente 540.000 Km?
(GAWRON- GZELLA et al., 2021; GOULART et al., 2022). Ao se atentar para a
producéo brasileira nota-se que dois estados tomam a frente desse setor no pais,
sendo eles o Rio Grande doSul e o Parana, seguidos de Santa Catarina e do
Mato Grosso do Sul, sendo que o Ultimo ainda apresenta baixa representatividade
em comparagdo a sua propria area produtiva, bem como a de outros estados
(LANDAU, SILVA e TORRES, 2020).



Sob a perspectiva econdmica, o mercado ervateiro mundial produz cerca
de 1.4 milhdes de toneladas da erva por ano, dos quais cerca de 80% se mantém
em comércio interno, enquanto o restante € destinado a exportacao (LANDAU,
SILVA e TORRES, 2020; GAWRON-GZELLA et al., 2021). Esse setor agroflorestal
orquestroudesenvolvimento de cidades na regido sul do Brasil ao participar de um
ciclo de econdémico relevante para o pais e efetivamente ajudou a reestabelecer a
economia paranaense, a partir do século XVIIl, e a economia riograndense na
mesma época, promovendo a industrializacdo e urbanizagdo (RESENDE, 2017;
OLIVEIRA E WAQUIL, 2015). Nos dias atuais, o setor segue contribuindo para a
economia nacional a partir de cooperativas de produtores menores e, segundo 0s
dados de Extracao Vegetal e Silvicultura, disponibilizados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), no ano de 2020 o estado de Parana foi responsavel
pelo maior volume produtivo do pais, atingindo mais de 372 mil toneladas de erva-
mate colhida e gerando um rendimento de mais de meio milhdo de reais, seguido
dos estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul, com produgdes acima de 25

mil toneladas.

O produto mais produzido a base de [. paragueriensis é a erva-mate que,
legalmente, deve ser constituida apenas de folhas e talos da arvore, segundo a
regulamentagéo prescrita pela Resolugdo RDC n° 277, de 25 de setembro de
2005 e pela portaria n° 303, de 07 de novembro de 2002 da Secretaria de
Vigilancia Sanitaria. Além disso, a erva-mate pode ou nao conter adicdo de
acucares, devendo ser identificado no rétulo do produto como “Erva-Mate com
Acucar” (BRASIL, 2002; BRASIL, 2005). A classificacdo dessas mercadorias €
dada pelas caracteristicas de cultivo e granulometria, dessa forma, a erva-mate
pode ser categorizada como moida grossa ou fina; com ou sem adicdo de
acucares e; proveniente de cultivo organico ou convencional. Além disso, através
dos meios de comercializacdo é possivel se encontrar produtos compostos, que
resultantes da unido entre a I. paraguariensis e outras ervas, como por exemplo a
camomila, funcho, erva doce, cidreira e entre outros e, nesses casos, 0s produtos

sdo chamados de “erva-mate composta”.

As etapas para producdo dessas mercadorias foram esquematizadas na

figura02 e se iniciam nos ervais, onde as arvores sdo cultivadas, as folhas e talos



sdo colhidos e em seguida, envolvem-se etapas de separacdo das partes da
planta, limpeza, branqueamento (ou sapeco), secagem e moagem. Além de uma
fase de estacionamento, que reserva a erva durante um periodo de até dois
meses para agucgar caracteristica de sabor e odor do produto (GERHARDT,
2013;BASTOS, 2007). Essas praticas influenciam diretamente na qualidade dos
produtos gerados, que podem ser a erva-mate para chimarrdo ou tereré e o cha
mate, bem como podem definir as caracteristicas de procura dos consumidores,
como a granulometria da erva (DONADUZZI, 2000). Uma particularidade quanto
a proporcao dos constituintes para producdo da erva-mate é que, no mercado
interno brasileiro, sdo aceitos até 30% de talos e 70% de folhas ou 40% de talos e
60% de folhas. Essas formulagbes podem ser classificadas, respectivamente,
como Producdo Nacional 1 (PN1) e Producdo Nacional 2 (PN2), ja para a
exportacao é convencional que se comercializem produtos elaborados apenas
com as folhas da planta (BRASIL, 2002). E fato que todas essas medidas auxiliam
na estruturacdo de um mercado ervateiro mais tradicional, voltado ao consumo de
bebidas, contudo, a migracédo para outras areas, como a alimenticia, farmacéutica
e cosmética € um movimento existente e relevante e prova disso é o crescimento
no desenvolvimento de publicacdo de patentes a base de [ paraguariensis
(BASTOS et al., 2007; LANDAU, SILVA e TORRES, 2020, GAWRON-GZELLA et
al., 2021; GERBER et al., 2022).

Figura 02. Etapas para geracao de produtos a base de erva-mate.
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Para além dos termos técnicos, um ponto de reflexdo é origem do habito de
consumir a erva-mate, que remete a habitos indigenas ancestrais que, no século
XVI, foram valorados pelos jesuitas devido entendimento de que essa pratica é
benéfica e complementa a alimentagédo, desde entdo o consumo foi enraizado em parte
da cultura sul-americana e sao consumidos até 10 Kg de erva-mate per capita por
ano (LIMA, 2010; OLIVEIRA E WAQUIL, 2015; GAWRON-GZELLA et al., 2021). Os
consumidores mais assiduos dessa erva sao os brasileiros, argentinos, paraguaios e
uruguaios e ela é consumida na forma de bebidas, servidas com utensilios
denominados “cuia” e “bomba”, o primeiro acomoda a erva para receber a agua
(quente ou fria), e 0 segundo é utilizado para fazer a sucgédo da infusao, facilitando a
ingestdo (GERHARDT, 2013). Os avancgos cientificos puderam corroborar com a
perpetuagdo desse habito, revelando o grande potencial nutricional deste, bem como
os beneficios a saude, relacionados a consumo de [ paraguariensis. Segundo a
revisdo de BASTOS et al. (2007) a erva-mate pode ser indicada para tratamento de
sintomas como: fadiga e retencéo de liquidos, além de auxiliar na reversdo de quadros
de hipertensdo, obesidade, diabetes, artrite € enxaqueca, e ser associada a efeitos anti

carcinogénico e anti-inflamatério, causando protecéao contra doencas cronicas.

A constituicdo dessa planta se da, segundo GAWRON-GZELLA et al.,
(2021), como sendo de 80% carboidratos, 4% de proteinas e menos de 1% de
lipidios (acido linoleico e acido a-linolénico), além de minerais como Potassio
(K), Calcio (Ca), Magnésio (Mg), Manganés (Mn), Ferro (Fe), Aluminio (Al) e,
Zinco (Zn), as vitaminas A, B1, B2, B6, C e E, e os metabdlitos secundarios. A |.
paraguariensis por si sO € repleta em moléculas bioativas e promove extratos
igualmente valiosos, ricos em substancias como os alcaloides, terpenos,
saponinas e compostos fendlicos (BASTOS et al.,2007; MEINHART et al., 2010;
GAWRON-GZELLA et al., 2021). Obter esse conhecimento sobre a composicao
dessa planta, bem como estudos especificos de mecanismo de atuagao séo
importantes para a descoberta das vias metabdlicas que possivelmente geram
esses efeitos, como por exemplo a estimulacdo de enzimas chamadas de
lipases, responsaveis pela quebra de lipidios, que auxiliam no efeito
antiobesidade quando se ingere erva-mate (JAKOBEK, 2015). O que corrobora
com a discussao de LUTOMSKI et al.,, 2020, que descrevea redugcao de peso
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e da circunferéncia da cintura de ratos que consumiram erva-mate por 12
semanas e que sugere o consumo da erva para o tratamento de obesidade,

por reduzir a presenca de tecido adiposo e a resisténcia a insulina.

Em outros trabalhos, TAMURA (2013) relatou a capacidade preventiva de
extratos de erva-mate sobre lesbes hepaticas induzidas por etanol e,
KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al.,, (2020) relatam que a erva-mate é uma
otima fonte de compostos bioativos, como os polifendis e que o seu
aproveitamento na formulagcdo de alimentos pode ser uma pratica vantajosa,
afirmacgao que pode ser reforcada a partir do trabalho feito por SANTETTI et al.,
(2021), que ao incorporar folhas de erva-mate na formulagéo de paes obteve um
aumento de até 1382% no teor de fendlicos, fortalecendo sua capacidade
antioxidante e potencializando nutricionalmente o pao. Os compostos fendlicos
sao bastante estudados e ja foram feitas relacbes com a sua presenca nos
extratos de erva-mate, sendo que o efeito mais recorrente na literatura é a sua
atividade antioxidante (RICCIO, 2019; SOARES, 2002; ARAUJO et al., 2021;
GAWRON-GZELLA et al.,, 2021). O que vai ao encontro do fato de que os
compostos fendlicos possuem funcao sequestradora de radicais livres e
agem fundamentalmente no balanceamento oxidativo, um processo crucial para
integridade celular e, de forma escalonada, os tecidos e o6rgdos, conferindo
homeostase ao organismo (BARBOSA et al., 2010; SOARES, 2002).

3.2 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo resultantes do metabolismo secundario das
plantas e algumas espécies de fungos e formam a maior familia de metabdlitos
secundarios estudados, contando com mais de 8 mil moléculas identificadas,
sendo que boaparte delas sao sintetizadas a partir de aminoacidos arométicos,
que sao utilizados na sintese proteica, mas também para a sintese de compostos
fendlicos (WANG et al., 2020). O principal aminoacido envolvido nessa sintese é a
fenilalanina e por isso pode-se dizer que o0s compostos fendlicos sao
fenilpropandides, esse aminoacido integra a via do acido chiquimico, conforme
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ilustrado na figura 03, na qual ingressa a partir de transformacdes estruturais
(perda do grupamento nitrogenado) causadas pela enzima fenilanalina amonia
liase (PAL, do inglés ‘phenylalanine ammonia lyas€’) gerando o cinamato, que
passa por derivatizagbes que culminam na formagdo de outras estruturas
fendlicas, como por exemplo os acidos fendlicos. Todo esse processo de
biossintese ocorre no citosol da célula, as margens do reticulo endoplasmatico
(TSAO 2010; SHAHIDI e YEO 2016).

Figura 03. Possiveis vias de biossintese dos compostos fenélicos em vegetais.
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Fonte: adaptado de TAIZ e ZEIGER, 2013.

ANKU, MAMO e GOVENDER (2017) descrevem que a caracteristica que
unifica os compostos fenélicos em uma grande familia é a presenca de, pelo
menos, um grupamento fenol, que se constitui de um anel aromético ligado

covalentementea uma ou mais hidroxilas (OH), conforme ilustrado na figura 04,
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logo, estruturalmente, os compostos fendlicos sao entendidos como um grupo de
moléculas heterogéneas, que compartiham essa semelhanca estrutural.
Entretanto, essa caracteristica em comum, por si sO, € pouco especifica quando
se consideram a diversidade de moléculas que constituem essa familia de
compostos, por isso setorizagdes foram criadas considerando outras
particularidades, como a cadeiacarbénica, o grau de polimerizagdo e os padrdes
estruturais em que essa polimerizacdo resulta (ARAUJO et al., 2021; TAIZ e
ZEIGER, 2013).

Figura 04. Grupamento fenol.

OH

Fonte: ANKU, MAMO e GOVENDER (2017)

Ao retratar a familia de compostos fenodlicos diversos subgrupos sao
relatados na literatura cientifica e alguns deles foram compilados na figura 05.
Dentre esses subgrupos existentes dois que se destacam, os acidos fendlicos e
os flavonoides, os acidos fendlicos sao estruturalmente simples, e podem possuir
um anel aromatico associado a uma pequena cadeia carbdnica com um
grupamento carboxilico terminal, como os &cidos hidroxicinamicos, como por
exemplo, &cido ferulico, acido sinépico, acido cinamico e acido cafeico, conforme
ilustrado na figura 06 A. Ou o anel aromatico ligado apenas ao grupamento
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carboxilico, como os acidoshidroxibenzoicos, que podem ser representados pelos
acidos vanilico, 4- hidroxibenzoico, protocatecuico e galico, conforme ilustrado na
figura 06 B (KHODDAMI, WILKES e ROBERTS, 2013; CLIFFORD, 1999). Os
acidos fendlicos podem se manter como moléculas de estrutura nao
polimerizada (fendis simples), embora seja comum que se mantenham no meio
intracelular interagindo com outras biomoléculas, como os acucares, formando
glicosideos ou se polimerizarem, o que resulta nos chamados polifenéis, como os
acidos clorogénicos que sao gerados a partir da esterificagdo de acido quinico
com um acido hidroxicinamico, conforme ilustrado na figura 06 C (CLIFFORD,
1999).

Figura 05. Classes de compostos fendlicos.
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Figura 06. Acidos félicos
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GARAMBONE e ROSA (2007) revisaram as relagcdes entre os &acidos
fendlicos e beneficios a saude e citam que polimeros de compostos fendlicos
promovem a reduc¢do dos niveis de colesterol na corrente sanguinea em estudos
com modelos in vivo, além de ensaios in vitro que demonstram atividade
antioxidante de extratos ricos em &cidos clorogénicos. A revisdo de ARAUJO et al.,
(2021) cita diversas fungdes biologicas dos &cidos fendlicos, dentre elas:
antidepressiva, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, neuro protetiva, anti-
hiperglicémica e anticancer, bem como relata a melhora no desempenho
cardiovascular, hepatico e metabdlico em modelos biolégicos (ratos Wistar) que



15

ingeriram regularmente doses de 100 mg Kg' ao dia de acido clorogénico
(BHRANDARKARET et al., 2019).

Os flavonoides possuem estrutura polifendlica composta por dois anéis
benzénicos (A e B), que se interigam a um anel de tetraidropirano, conforme
ilustrado na figura 07 A, esse esqueleto basico pode sofrer algumas alteragdes de
forma a gerar outros padrdes estruturais, por isso também sédo subdivididos entre:
flavonodis, flavandis, flavonas, isoflavonas, flavononas, antocianinas e
antocianidinas. Um exemplo praticodas alteragdes estruturais pode ser notado com
as isoflavonas que, diferente dos outros grupos de flavonéides, apresentam uma
divergéncia na ligacao entre o anel benzénico B e o tetraidropirano, que ocorre no
carbono 3 e n&o no carbono 2, como comumente. Cabe ressaltar que a forma livre
dos flavondides, assim como a dos acidos fendlicos, nao € unica possibilidade de
encontra-los nos vegetais, sendocomum sua existéncia de forma associada a outras
moléculas como os acucares, proteinas e outros fendlicos, sendo que ao se
polimerizarem podem ser chamados de polifendis, como os proantocianidinas,
representadas na figura 07 B. (TAlIZ E ZEIGER, 2013; ARNOSO et al, 2019;
ARAUJO et al., 2021).

Figura 07. Estrutura béasica de flavonoides e polifendis baseados em

flavonoides(proantocianidinas).
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De forma semelhante as estruturas, as atividades desempenhadas pelos
flavonoides sao variadas, as isoflavonas, por exemplo, se assemelham ao
estrogénio e sdo chamadas de fitoestrogeno por terem a capacidade de interagir
com os receptores desse horménio. Ja os flavanois, como catequina e epicatequina,
contribuem para as caracteristicas organolépticas das plantas, conferindo sabores
mais amargos e sensacao de adstringéncias a bebidas fermentadas, como vinhos.
A funcédo de pigmentacdo é bastante caracteristica das antocianinas, que podem
apresentar cores avermelhadas, azuladas ou arroxeadas, a depender do pH
(ARNOSO et al., 2019). Dentre os flavonoides mais conhecidos estdo: quercetina,
kaempferol, catequinas e luteolina que, de modo geral, desempenham papel no
sistema de defesa contra patdbgenos e danos ao material genético, ocasionados
pela radiacao ultravioleta (UV) e pigmentam os tecidos vegetais de forma a atrair
polinizadores, que efetuam a dispersao de sementes, auxiliando na capacidade de
conquista territorial e perpetuacao das espécies de comportamento séssil, como os
vegetais (TAIZ E ZEIGER, 2013; LEICACH e CHLUDIL 2014). Os polifendis com
maior grau de polimerizacdo apresentam maior peso molecular, como as
proantocianidinas, taninos e as ligninas. As ligninas estabelecem interagcées com os
filamentos de celulose e hemicelulose das paredes celulares, formando o complexo
de lignocelulose que € descrito por conferir rigidez aos tecidos vegetais,
contribuindo para a sua estruturagdo e dificultando o acesso de patégenos, o
que aumenta asdefesas da planta (KABIR e HAMEED, 2017).

A disposicao dos compostos fendlicos dentro das células vegetais necessita
de certos aparatos celulares, como por exemplo os sistemas de transporte por
vesiculas ou por membranas. No primeiro caso as vesiculas citoplasmaticas (de
composigao lipidica) englobam os fendlicos liberados no citosol, permitindo seu
transporte no meio intracelular e nesse sistema pode ocorrer a associacao das
vesiculas com a camada lipidica das membranas, facilitando as interacées do
fendlicos com a mesma. No sistema de transporte por membranas, o0s
transportadores proteicos permitem a passagem dos fendlicos do citosol para o
interior do vacuolo, uma organela conhecida por permitir o armazenamento de
acidosfenolicos, e os transportadores ABC (do inglés ATP binding cassette) e MATE
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(do inglés multidrug and toxic compound extrusion) desempenham bem essa funcao
(SHAHIDI e YEO, 2016).

As interacbes das quais os fendlicos podem fazer parte também s&o outro
aspecto relevante quanto essa classe de biomoléculas, pois servem como
pretexto para classifica-los com base na sua solubilidade e capacidade de extragao,
assim como ajudam a explicar como os efeitos dos fendlicos se manifestam nos
sistemas biolégicos. JAKOBEK (2015) descreve a interagcdo dos compostos
fendlicos com as seguintes macromoléculas: proteinas, carboidratos e lipidios e
aponta que é com base nestas interagbes que os fendlicos sdo transportados
através do trato gastrointestinal (TGl) de forma mais estavel o que modula a sua
absorcao, principalmente no intestino delgado. Na prética, as associagdes entre os
fendlicos e outras macromoléculas depende da possibilidade de interacdes
hidrofébicas e hidrofilicas, que se concretizam a partir do encapsulamento, de
ligacdes covalente (carbono-carbono, éster e éter) e ndo covalentes (ligacao de
hidrogénio). Um exemplo disso € a relacdo estabelecida com os lipidios, na qual
essas moléculas podem ser incorporadas por capsulas lipidicas, na qual o fendlico
se associa a interface lipidica, compondo a capsula. Ou a partir da parte hidrofilica
da fosfatidilcolina, aonde o fendlico tem funcdo permeante. Nesse caso, se criam
complexos fendlicos ao redor da estrutura lipidica, o que aumenta o tamanho da
capsula e reduz a area superficial de contato. Essas caracteristicas dificultam a
acao das enzimas lipase e, dessa forma, geram um efeito de menor absorcédo de
gorduras, uma vez que a despolimerizacdo lipidica e a sua absor¢cdo sao
reduzidas(JAKOBEK, 2015).

ARAVIND et al., (2021) revisam efeitos dos polifendis sobre parte do trato
gastrointestinal (TGI) concluindo que esses compostos atuam como moduladores do
perfil microbiolégico intestinal (agdo prebibdtica) e estabilizam os probibticos,
inibindo a proliferagdo de patdégenos, o que resulta em menor incidéncia de
quadros inflamatérios. O que, de forma direta e indireta, minimiza a incidéncia
de doencas crbnicas como o céancer, diabetes e doencas cardiovasculares.
ARNOSO et al.,, 2019 discute que a capacidade anti-inflamatéria dos fendis é
bastante relevante e um dos mecanismos pelo qual ela pode se manifestar é

através da inibicdo de fatores pro-inflamatoérios, como a enzima ciclooxigenase 2
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(COX-2), na presenca dos estilbenos. Em outro trabalho relata-se que extratos de
erva-mate possuem efetividade na inibicdo das bactérias Staphylococcus
aureus, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, necessitando
de concentracdo minima para inibicdo de 50 pg/L, efeito associado a alta
concentracdo de rutina e acido clorogénico nos extratos (KRAKOWSKA-
SIEPRAWSKA et al., 2020). De modo geral, os fendis possuem muitas funcdes
biolégicas, agregando caracteristicas de cor, sabor, textura e odor as plantas e
efeitos ja relatados a saude humana e animal,0 que despertou a o interesse
dos pesquisadores em utiliza-los como objeto de estudo para a compreensao
dos mecanismos bioquimicos de suas propriedades, avaliando sua aplicacao
comercial como suplemento alimentar, ativo em cosméticos e farmacos,
producédo de biofilmes, pigmentos naturais e entre outros. Além disso, mais de
60 mil patentes relacionadas a polifendis, acidos fendis e derivados, foram
registradas internacionalmente o que concretiza o potencial tecnol6égico dessas
moléculas (ARAUJO et al., 2021; LEICACH e CHIUDIL, 2014).

3.3 SISTEMA DE CULTIVO

A disponibilidade de recursos para o desenvolvimento de uma planta é um tema
pertinente quando se aborda a produtividade de um sistema de cultivo e assim
como todas as plantas e organismos, os ervais se desenvolvem plenamente sob
condi¢cbes ambientais adequadas. Nesse sentido, € possivel elencar fatores como:
clima, altitude, precipitacdo e temperatura como importantes para a garantia de um
sistema adequado e produtivo. LANDAU, SILVA e TORRES, 2020 compila essas
condigcbes ideais como sendo: altitude entre 400 e 1.800 metros (m);
precipitacdo anual entre 1.100 e 2.300 milimetros (mm); clima temperado ou
subtropical e; temperatura entre 12 e 24°C. Os autores ainda descrevem que essa
arvore apresentar melhor desenvolvimento em solos com teores apreciaveis de
Ferro (Fe), Fosforo (P), Nitrogénio (N) e Potassio (K). Cabe ressaltar que a
arvorede erva-mate pode ser considerada bastante tolerante e suporta condi¢coes de
baixa temperatura (até -12°C), solos acidos (pH em torno de 5) e teores elevados de
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Aluminio (Al), sendo que esse Ultimo ja foi comprovadamente benéfico ao
crescimento da erva-mate, sendo comum declarar que essa espécie arbdrea se
desenvolve em solos com fertilidade baixa (BENETTI, 2012; LANDAU, SILVA e
TORRES, 2020).

No Brasil, o cultivo de llex paraguariensis foi recentemente fomentado pela lei N°
13.971 de 3 de janeiro de 2019, responsavel por instituir a Politica Nacional da
Erva-Mate, que visa elevar a qualidade e intensificar a comercializagdo do
produto erva-mate por meio da pesquisa, desenvolvimento cientifico, crédito e
assisténcia técnica ao produtor e entre outros recursos (BRASIL, 2019). Além
disso, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) disponibilizou o
documento intitulado como ERVA20, que conta com uma série de procedimentos
capazes de aumentar a produtividade dos ervais da espécie . paragueriensis, 0 que
contribui com conhecimento tecno-cientifico para a expansao do cultivo no pais. O
estudo das caracteristicas do cultivo, inevitavelmente, se relaciona com o sistema
de cultivo adotado pelos produtores, seja ele organico ou convencional, e € possivel
encontrar o produto erva-mate oriundos dos dois sistemas produtivos. No Brasil, a
Lei N° 10.831, de 23 de dezembro de 2003 rege o cultivo organico e descreve
que a finalidade desse sistema de producdo € a oferta de produtos saudaveis e
livres de contaminantes intencionais, por meio do uso consciente de atividades
antrépicas e preservacdo dos recursos naturais, o que se contrapbéem aos

principios da produgéao convencional (BRASIL, 2003).

Um produto organico é aquele produzido sem a aplicacado de pesticidas, aditivos
e fertilizantes sintéticos, que nao é oriundo de espécies modificadas geneticamente
e segue 0s principios da preservacao ambiental. O cultivo organico visa a melhorar
a ciclagem de nutrientes do solo através de estratégias naturais e ecoldgicas,
fundamentadas em tecnologias sustentaveis, assim como € menos impactante para
os produtores e consumidores, que ndo se expdem a produtosquimicos téxicos
ou de toxidez ainda desconhecida (YU et al., 2018). Por isso, os produtos organicos
sao vistos como mais seguros e sustentaveis, uma prerrogativa que conquista o
consumidor, sendo que os dados quanto ao avango desse nicho produtivo tornam
isso claro (RAHMAN et al, 2021). Uma caracteristica importante dos produtos
organicos no Brasil é a presenca do selo de produto organico, ilustrados na figura
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08, uma marca que valida a sua procedéncia e o diferencia dos produtos
convencionais, pois s6 sdo obtidos a partir de certificacdo junto ao Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (BRASIL, 2003).

Figura 08. Selos de certificacao orgéanica no Brasil.

A) Ministério da Agricultura, B) Instituto Biodinamico de
Pecuéria e Abastecimento Desenvolvimento Rural (IBD)
(MAPA)

PRODUTO

RGANICO

BRASI

TEXTO 01 ou
TEXTO 02

www.ibd.com.br

I_’ TEXTO 01) Sistema Participativo
TEXTO 02) Certificacdo por auditoria

Fonte: Adaptado de < https://www.organicsnet.com.br/saiba-o-que-e-analisado-para-
certificar-uma- producao-organica/ > acesso em: 02 de julho de 2022.

O mercado organico mundial esta em expansdo e este cendrio é
ambientalmente favoravel, mas também é fato que ha algumas caracteristicas
mercadoldgicas menos vantajosas do manejo organico, como por exemplo 0 maior
custo aos produtores, devido aos procedimentos de certificacdo e as
alternativas necessarias para a manutengao dos cultivos, o que faz com que os
produtos tenham precificacdo maior e, em alguns casos, tempo de vida Gtil reduzido
(ESTEVES et al., 2020). Entretanto, esses fatores ndo parecem frear o crescimento
do mercado organico, que se expandiu de 15 milhdes de hectares (ha), nos anos
2000, para 72,3 milhdes de ha em 2019 e atualmente conta com 2 milhdes de
produtores registrados no mundo e movimenta cerca de 48 bilhdes de euros, s
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na América do Norte (FiBL & IFOAM, 2021; RAHMAN et al., 2021; ESTEVES et
al., 2021). Em territério nacional esses avancos sdao acompanhados desde a
década de 1980 e, em 2017, o Brasil ja contava com mais de 15 mil unidades de
producado organica registradas e quase dois milhdes de hectares de area destinada
a esses cultivos (EMBRAPA, 2018). Além disso, politicas publicas fomentam o
mercado, como a Lei paulistana n® 16.140, de 17 marco de 2015, que promovem o
incentivo do consumo de organicos através da obrigatoriedade a inclusdo de
alimentos orgéanicos na alimentacdo escolar no sistema municipal de ensino,

contribuindo para o avango do setor.

Discussbes sobre os aspectos de cada cultivo sdo relevantes e promovem o
conhecimento acerca da seguranga, impacto ambiental, produtividade e a qualidade
nutricional dos produtos, 0 que esta diretamente associado com a composi¢cao de
minerais e metabdlitos primarios e secundario. YU et al., 2018 compila informagbes
sobre o sistema de cultivo organico e é categérico ao afirmar que essa modalidade
produtiva é capaz de gerar produtos de maior seguranga e qualidade, isso por que
contam com menores teores de metais pesados, auséncia de residuos de
agrotoxicos e maiores concentragdes de bioativos causadores de efeitos benéficos
a saude humana e animal (como as vitaminas e compostos fenélicos). RAHMAN et
al.,2021 colabora com a discussdo ao comparar frutas, vegetais e cereais organicos
e convencionais e descrever que, enquanto sistema de cultivo convencional
apresenta maior produtividade o sistema de cultivo organico se caracteriza por
maior qualidade do solo, maior biodiversidade, minimizacdo do uso energético,
poluicdo aquética e residuos de agrotdxicos, assim como menor exposicao do
produtor a pesticidas e maior qualidade nutricional, informacdes expostas na figura
09.
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Figura 09. Comparacgéo entre o cultivo organico e convencional.
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Fonte: adaptado de RAHMAN et al., 2021.

Tais diferencas entre os sistemas de cultivo s&do abordadas na literatura cientifica
e diversos trabalhos abordam a prevaléncia nutritiva dos alimentos organicos, nao
s6 relacionados com os teores de micro e macronutrientes, mas também em relacao
aos metabolitos secundarios (RAHMAN et al., 2021; YU et al., 2018; CARTEA et al,,
2011; POPA et al., 2019). Nesse sentido, FALLER e FIALHO (2010) analisaram o
teor de fendis soluveis (extraidos com metanol 50%) e hidrolisaveis (extraidos com
metanol 50% acidificado) em amostras de frutas e vegetais e relata que os
alimentos organicos tendem a possuir maior teor de fendis e atividade antioxidante
proporcional. PONDER e HALLMANN (2019) avaliaram a fracdo soluvel dos
fendlicos e relataram o mesmo comportamento em amostras de framboesas
cultivadas em sistema organico quando comparada com as cultivadas em sistema
convencional e demonstram que os teores de compostos fendlicos totais,
flavonoides totais e antocianinas foram maiores em amostras organicas (93,53;
11,00e 82,53 g 100 g, respectivamente) em comparagédo a convencional (82,65;
8,82 e 73,83 g 100 g, respectivamente). Em amostras de erva-cidreira e alecrim,
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os resultados foram semelhantes, e os teores de acidos fendlicos totais, e dos
acidos clorogénico, sinapico e ferulico foram maiores em amostras organicas
estudadas por KAZIMIERCZAK et al., 2014, bem como o flavonoide rutina foi mais
concentrado nas amostras organicas de erva de trigo sarraceno estudadas por
ZIVIKAS et al., 2017.

Ha grande complexidade nas vias metabdlicas de um organismo, seja ele
vegetal ou animal, e as condicdes ambientais sao critérios importantes para guiar a
sintese de metabolitos e abrir espaco para a teorizagcdo do comportamento
metabdlico (ZIVIKAS et al, 2017). Nesse sentido, algumas explicagcdes sao
hipotetizadas quanto aos padrées discutidos anteriormente, no qual ha
prevaléncia de compostos fendlicos em amostras organica, podendo ser
estabelecidas em decorréncia da presenga de patdégenos ou condigdes abidticas
desfavoraveis, que levam a intensificacao da sintese de compostos fendlicos, com o
intuito de incrementar as defesas da planta, como por exemplo, enrijecendo as
pareces celulares para a formacao de barreiras fisicas (ACOSTA-ESTRADA et al.,
2014; RIGUEIRA et al., 2016; ASAMI et al., 2013; TAROZZI et al., 2006). Outras
abordagens interessantes sdao a hip6tese de balanco entre o carbono (C) e o
nitrogénio (N) e a teoria do equilibrio entre o crescimento e diferenciacdo, no
primeirocaso é prevista relagao entre niveis de N disponiveis no solo e a sintese de
compostos carbonados, de modo que, quanto maior a disponibilidade de N, mais
recursos a planta tera para a biossintese de metabdlitos nitrogenados, incluindo
aminodcidos, proteinas e alcaloides, em detrimento dos metabdlitos carbonados,
que incluem os compostos fendlicos. Essa hipétese também descreve que quando
os niveis de N forem limitados, o metabolismo vegetal € direcionado a diferenciagéo
das moléculas (metabolismo secundario), reduzindo a capacidade de crescimento e
aumentando a sintese de metabdlitos secundarios (WU et al., 2020). A teoria do
equilibrio entre o crescimento e diferenciacdo descreve que o crescimento é
privilegiado nas plantas, exceto em situagées nas quais as condigbes ambientais
(disponibilidade de nutrientes e agua, nao sé os niveis de N) forem limitantes de
forma que seu crescimento seja prejudicado mas, ndo o suficiente para frear a
fotossintese e, nesse momento a diferenciacdo das moléculas é intensificada,
levando a sintese de metabdlitos de defesa, incluindo os compostos fendlicos
(HANLEY et al., 2017).
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Em vista da auséncia de fertilizacao sintética no sistema de cultivo orgénico,
pratica que eleva os niveis de N no solo, e considerando este nutriente como
limitante na sintese de fendlicos, assim como explicado na teoria de balango entre
C:N, pode-se esperar que os produtos organicos apresentem maiores teores de
compostos fendlicos (produtos da diferenciacdo/metabdlitos carbonados). Ainda,
RAHMAN et al., 2021 descreve que a maior concentragcdo de compostos fendlicos
pode ter relagdo com outras condi¢des ambientais e, nesse sentido, a biossintese
de compostos fendlico pode ser impulsionada por fatores estressores do ambiente,
0 que se justifica, por exemplo, com o fato de que esse sistema de cultivo (sem
aplicacao de agrotoxicos) cria um ambiente menos hostil para a proliferacao de
micro-organismos e presenca de predadores. Esses fatores bidticos permitem a
criagdo de situacbes estressoras como ataque de patdégenos ou herbivoros, que
ativam as vias de biossintese de compostos fendlicos e, dessa forma, intensificam
as defesas antioxidantes para lidar com o estresse. Em complemento, HECK et al.,
2008 exemplifica também que as folhas de erva-mate cultivadas a pleno sol
apresentaram maiores teores de compostos fendlicos quando comparadas as folhas
oriundas de plantio consorciado (com sombra), 0 que indica que em casos de
estresse por incidéncia de luz ocorre sintese se fendlicos para exercerem a
protecdo contra os raios UV (HATTAS et al.,, 2011 e HANLEY et al., 2007).

3.4 FRACIONAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS

O acesso aos componentes de um alimento apds a sua ingestao e passagem
pelo trato gastrointestinal (TGI) caracteriza a bioacessibilidade destes e,
consequentemente, sua potencial biodisponibilidade (absor¢cdo e presenca na
circulagdo sistémica) para que entdo sua bioatividade seja exercida. Esses
conceitos sado relevantes para elucidar algumas etapas que precedem a
concretizacdo dos efeitos esperados quando ha ingestdo de alimentos. Para os
compostos fendlicos ndo é diferente, e a capacidade de extrai-los da matriz é
crucial para compreender seus comportamentos e suas aplicagdes, nesse sentido,
as discussobes quanto a forma com que os compostos fendlicos sdo encontrados na
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matriz € ponto chave, uma vez que é por meio destas que sua extratibilidade é
afetada (CARTEA et al., 2011; PEREZ-JIMENEZ et al., 2014). Logo, a proposta de
fracionamento de compostos fenodlicos esta fundamentada na diferenciagdo dessas

moléculas, a partir das interagées que estabelecem com integrantes celulares.

Com base nisso, algumas fracbes de compostos fendlicos podem ser
estabelecidas, sendo elas: fendis livres, fendis conjugados e fendis ligados. A
primeira fracdo diz respeito a moléculas de maior simplicidade, com menor peso
molecular, pouca interagcdo intermolecular e, geralmente, armazenamento no
vacuolodas células vegetais, como por exemplo, os acidos fendlicos. Nos segundo
e terceiro casos é notada maior complexidade estrutural, que pode ser advinda da
polimerizacao (polifendis) ou interacées intermoleculares, como por exemplo, os
taninos hidrolisaveis, que estao ilustrados na figura 10 e se caracterizam pela
esterificacdo entre acidos fendlicos e carboidratos e, representam bem os fendis
conjugados. Outro exemplo sédo as ligninas, representadas na figura 11 e que séao
definidas como estruturas polifendlicas de alta complexidade que constituem a
parede celular das células vegetais, representando bem os fendis ligados
(ACOSTRA-ESTRADA et al., 2014; SHAHIDI e YEO 2016; ARAVIND et al., 2021).

Figura 10. Estrutura de tanino hidrolisavel.
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Fonte: adaptado de ALBUQUERQUE et al., 2022.



26

Figura 11. Estrutura das paredes celulares.
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Fonte: adaptado de BRETHAUER, SHAHAB e STUDER, 2019.

A extracao dos compostos fendlicos livres se da comumente com a aplicagéo
de infusbes simples (dgua) ou extracbes com solventes orgénicos, como a
estratégia de utilizar agua aquecida para recuperar fenolicos de amostras de erva-
mate (MEINHART et al., 2010; DELADINO et al., 2008). Nesses casos, apesar de
cumprir a proposta a qual os autores se submeteram, ndo ha aproveitamento
otimizado das matrizes pois esse procedimento de extracdo ndo € capaz de extrair
compostos fendlicos que participam de estruturas mais complexas, como o0s taninos,
e apresentam maior resisténcia em serem extraidos. Em seus trabalhos
corroboram com a discussdo e descrevem que alguns compostos fendlicos
conjugados podem ser recuperados pelos métodos tradicionais de extracao,
entretanto essa extracdo nao é completa e parte dos fendlicos conjugados, assim
como os fendlicos ligados, ficam retidos a matriz e, por conta desse comportamento

as terminologias “soluvel” ou “extraivel” e “insoluvel” ou “ndo extraivel”’, podem ser
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usadas para exemplificar os comportamentos discutidos até entdo. Fato é que
utilizar apenas das estratégias ja conhecidas e mencionadas limita a capacidade
de extragdo desses compostos, subestimando a sua concentracdo nas maitrizes
vegetais e, nesse cenario, ndo revelando o real potencial tecnolégico que
determinadas matrizes podem oferecer, uma vez que a aplicabilidade dos
compostos fendlicos € objeto de estudo de diversos trabalhos, que direcionam
esses compostos para diversos setores industriais como por exemplo: a)
farmacéutico: aonde podem atuar como agentes terapéuticos para doengas (cancer,
diabetes, doencas neuroldgicas); b) cosmético: aonde sao requisitados como
antioxidantes, antimicrobianos e por promoverem a protecao UV; c) téxtil: aonde séao
requisitados como corantes e também por sua capacidade de protecdo UV; d)
embalagens: aonde agem como ativos para embalagens inteligentes; e e)
alimentos: aonde sao utilizados como ingredientes funcionais, corantes naturais,
estabilizantes (capacidade antioxidante e anti microbiologica) (ALBUQUERQUE et
al., 2021).

Cabe destacar também que mesmo os glicosideos (fendlicos conjugados)
estando solubilizados, esses complexos nado atendem as prerrogativas de
determinacao segundo o método de Folin-Ciocaulteu, que é o mais utilizado na
determinacao de compostos fendlicos totais, um vez que, devido as ligagdes
estabelecidas ndo ha um anion com potencial redutor, por parte dos fendlicos. Que
é o responsavel por reduzir o reagente de folin a 6xido de tungsténio (W80?3) e
6xido de molibdénio (Mo80?%), gerando a cor necessdria para a determinacédo
espectrofotométrica (CICCO et al, 2009; PIRES et al, 2017). O que leva a
subestimacdo dos teores de fendlicos presentes nos extratos e esclarece a
necessidade de desconjuga-los mesmo apdés solubilizados, por isso, € importante
adotar estratégias para promover melhor recuperagdo dessas moléculas das
matrizes vegetais bem como a distingdo dos compostos fendlicos livres dos
conjugados nos extratos gerados, visando a valoragdo dos extratos (STALIKAS,
2007; PEREZ-JIMENEZ et al., 2013, ANKU et al., 2018).

Na pratica, existem algumas estratégias para otimizar a extragdo dos
compostos fendlicos, KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., (2020) discute que

durante o procedimento de extracdo um ponto chave é a capacidade de
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transferéncia de um analito da matriz para o solvente de extragdo, bem como a
capacidade que o solvente possui de penetrar as paredes celulares e entrar em
contato com o meio intracelular, para que essa transferéncia seja satisfatéria. Os
autores também descrevem que agucares como a celulose, hemicelulose e pectina
dificultam a extracdo dos compostos fendlicos pois, interagem através de ligacdes
covalentes e interagcées por ponte de hidrogénio, que podem ser rompidas por
procedimento hidrolitico. Um exemplo pratico dessa abordagem € a utilizacdo da
hidrélise enzimatica que elevou a recuperacao dos compostos fendlicos de modo
que a soma dos fendlicos extraidos partisse de 107,85 + 23,47 ug/g para 345,77 *
46,58 ug/g, evidenciando a parcela insoluvel. Tal alteracao foi explicada devido a
atuacdo das enzimas que comprometeram a integridade da parede celular,
alterando sua morfologia e permitindo a impregnacdo do solvente na matriz, o
que facilitou a extracdo dos polifendis e tornou o procedimento mais eficiente
(KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al., 2020).

Apesar desde resultado positivo, a hidrélise enzimatica ndo é a unica
alternativa hidrolitica para o processo tdo pouco a mais utilizada, e as hidrélises
acida e alcalina ganharam espaco entre as metodologias de extracao de fendlicos,
resultando em extragcdes otimizadas para diversas amostras de frutas, vegetais e
cereais, bem como integram estratégias sequenciais de extracdo nas quais 0s
compostos fendlicos sdo separados em suas diferentes fragées por procedimentos
que podem ser chamados de fracionamento (WANG et al., 2020; LI et al., 2020). O
uso da hidrélise acida para a diferenciacao do perfil fendlico através da liberacao de
formas glicosiladas e esterificadas de fendlicos em extratos de erva-mate foi
avaliada por BIZZOTO et al., (2012) que, para comparar a influéncia do processo
hidrolitico utilizou da identificacdo de 3 compostos, a rutina (representante dos
flavonoides), acido cafeico (representante dos acidos hidroxicinamicos) e o acido
3,4- dihidroxibenzoico (representante dos acidos hidroxibenzoicos). Os resultados
esclarecem que, apo6s a hidrélise acida, ha expressivo aumento na concentracao
dos seguintes compostos: o acido cafeico que passa de 3,77 a 7,58 mg 100g™" para
443,14 a 737,49 mg 100g™", e o &cido 3,4-dihidroxibenzoico que de zero se eleva
para entre 22,61 e 35,59 mg 100g-'. O comportamento da rutina frente ao ambiente
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acido foi desfavoravel e promoveu a degradacdo completa, determinada
previamente em concentragdes de até 516 mg 100g™".

Em seu trabalho WANG et al, (2020) indica que a hidrélise acida é
eficiente para a liberacdo de compostos fendlicos insoluveis, assim como o
trabalho de BIZZOTO et al., (2012) que aborda essa capacidade de liberacao
exercida pela hidrélise acida ao passo que relaciona o procedimento com a
degradacédo de alguns fendlicos. Os resultados para a aplicacdo direta da
hidrélise acida em amostras de bagago de mag¢éd demonstram favorecimento da
extracdo de acido 4- hidroxibenzoico, acido cripto clorogénico e acido siringico
mas promoveu a degradacado de flavonoides, mais especificamente, derivados
dequercetina (LI et al., 2020). Assim como no trabalho de TANG et al. (2016),
que promoveu a extracao dos acidos: 2,4- hidroxibenzoico e vanilico em quinoa.
A hidrélise acida atua sobre os ésteres e as ligacoes glicosidicas e, perante as
evidencias apontadas, parece estar fortemente associada a liberacdo de
derivados do acido hidroxicinamico (WANG et al., 2021; ACOSTA-ESTRADA et
al., 2014). Por fim, as condi¢cées aplicadas de forma mais recorrentes ao se
fazer esse tipo de hidrélise sdo: solugcdo de acido cloridrico (HCI) em
concentragdes de0,1 a 6 mol L, altas temperaturas (85°C) e tempo de extracdo
de até 1 hora. No presente trabalho essa estratégia que foi combinada com a
extracdo com solvente organico para aumentar a extracdo de compostos
fendlicos e, dessa forma, foi estabelecido o fracionamento de compostos
fendlicos em que a primeira etapa € a extragdo com solvente orgéanico para
obtencao dos compostos fendlicos livres, em seguida o residuo liquido gerado é
exposto a hidrélise acida para liberar da fragcdo conjugada de compostos

fendlicos.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 INSTRUMENTACAO

Os seguintes equipamentos foram utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho: Agitador orbital (Nova ética); capela de exaustdo; centrifuga (Quimis,
Q335D); estufa de circulacdo e renovacao de ar forcado (SP Labor, modelo SP-
102/100, Brasil); espectrofotdmetro UV/Vis de duplo feixe (Shimadzu, UV-2550);
lavadora ultrassénica (Eco-sonics, Ultronique); moedor de café di grano (Cadence,
MDR302); purificador de &gua (Millipore, Direct-Q UV3) e; rotaevaporador
(Laborota 4000, Heidolph). Todos foram disponibilizados pela Escola de Quimica e
Alimentos (EQA), que se encontra na Universidade Federal do Rio Grande
(FURG).

4.2 REAGENTES

Os seguintes reagentes foram utilizados no desenvolvimento deste
trabalho: agua purificada pelo sistema Direct-Q UV3 da Millipore; &cido
cloridrico P.A. - 37% (vv'') (Alphatec, Brasil); alcool Metilico P.A. — ACS, 99,8%
(vw') (Quimica Moderna, Brasil); éalcool Metilico UV/HPLC, 99,9% (vv)
(Dinamica, Brasil); alcool Etilico Absoluto, 99,8% (vv'') (Neon, Brasil); acetato de
etila P.A. — ACS, 99,5% (vv'!) (Synth, Brasil); acido cloridrico P.A. — ACS, 38%
(vv) (Quimica Moderna, Brasil); carbonato de Sédio P.A. (Synth, Brasil); éter
etilico P.A. — ACS, 98% (vv-') (Synth, Brasil); hexano P.A. (Exodo cientifica,
Brasil); hidréxido de Bario P.A., 95% (m/m) (Dindmica, Brasil); reagente Fenol
Folin-Ciocalteu, (Merck, Alemanha); sulfato de Zinco P.A. — ACS, 99% (mm-’)
(Quimica Moderna, Brasil) e sulfato de Cobre P.A. - ACS, 98% (mm') (Synth,
Brasil).
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4.30BTENCAO E PRE-TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

As amostras foram adquiridas em comercio local da cidade de Rio Grande,
no Rio Grande do Sul (RS) e em redes de compra edistribuicao online, totalizando
10 amostras oriundas de sistema de cultivo convencional, e 8 amostras organicas.
Cabe ressaltar que s6 foram adquiridos produtos orgénicos que apresentaram o
selo de certificacdo do MAPA, e que ndo se adquiriu erva-mate com agucar ou

qualquer outro componente além das folhas e talos da llex paraguariensis.

Em laboratério, as amostras foram peneiradas, com o auxilio de peneira
com duas malhas. Através da malha mais fina (0,420 milimetros (mm) passaram-
se as folhas de baixa granulometria, que foram recolhidas, transferidas para
frascos de poliestireno devidamente rotuladas. J& na malha superior (2,0 mm)
foram retidos os talos e folhas de alta granulometria. Os talos foram separados das
folhas retidas, ambos foram, separadamente, triturados em moedor de café
(Cadence, MDR302) até que apresentassem diametro suficiente para passarem
através da malha mais fina. Apos as folhas foram juntas as previamente
peneiradas e os talos foram recolhidos, transferidos para frascos de poliestireno e
devidamente rotulados. As amostras foram armazenadas em dessecador,
protegidas da incidéncia de luz e com temperatura ambiente (20°C) controlada por

ar-condicionado, até o uso.

4.4 PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO
(FRACIONAMENTO DE COMPOSTOS FENOLICOS)

O modelo de fracionamento aplicado no presente trabalho esta alinhado
com as estratégias descritas nos trabalhos de KRYGIER et al., 1982, KIM et al.,
2006 e, LI et al., 2020, e passa por etapas de extracdo que incluem a extracado com
solvente organico e procedimentos de hidrélise acida, que foram esquematizados
na figura 12.
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Figura 12. Fluxograma de procedimento de fracionamento de compostos fendlicos

em amostras de erva-mate.
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4.4.1 EXTRACAO COM SOLVENTE SOLVENTE
ORGANICO (FRACAO LIVRE)

A 500 mg das folhas ou talos foram adicionados 10 mL de etanol 80% (vv1)

e essa suspensao foi mantida sob as seguintes condi¢des: temperatura ambiente

(20°C) e agitacao constante em agitador orbital (120 SP) durante 1 hora, seguiu-se

com centrifugacdo (2000 RPM durante 1 minuto) e separacdo do sobrenadante.

Esse procedimento ocorreu 3 vezes, os sobrenadantes foram unidos e o volume

final foi ajustado a 30 mL com o solvente de extragdo (etanol 80% (vv')). Nessa

etapa todas as amostras passaram pelo procedimento de clarificagdo descrito no

item 4.5. Essa metodologia também foi aplicada, inicialmente, para a definicdo do
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solvente utilizado para todas as mostras estudadas, comparando-se a extragcao
com etanol 50 e 80% (vwv).

Em seguida os extratos resultantes foram rotaevaporados a 100°C até
atingirem 1% do seu volume inicial e se procedeu com a ressuspensao em 10 mL
de agua ultra pura, que foi particionada com 10 mL de uma mistura de éter etilico
(EE) e acetato de etila (AE) (1:1 vv') (EE/AE). A fase organica foi recolhida, pois
contém os compostos fendlicos livres, e entdo foi seca em banho maria (50°C)
durante 16 horas em capela de exaustdo e ressuspensa em metanol grau HPLC

para posterior determinacao dos compostos fendlicos.

4.4.2 EXTRACAO POR HIDROLISE  ACIDA
(FRACAO CONJUGADA)

A obtencdo dos compostos fendlicos conjugados esta baseada em um
procedimento sequencial que aplica a hidrélise acida na fase aquosa obtida na
etapa de particdo do extrato com EE/AE descrita no item 4.4.1. Dessa forma, a 9
mL da fase aquosa se adicionou 9 mL de solugdo de HCI (2 mol L'') e essa mistura
foi mantida a 85°C por 1 hora, ao final foi feita uma lavagem com hexano, que
permite a remogao de potenciais interferentes liberados ap6s a hidrélise, conforme
descrito por TZIMA, BRUNTON e RAI (2019). Dessa forma, 10 mL de hexano
foram adicionado ao extrato hidrolisado, que foi vortexado e entdo o hexano foi
removido e no extrato aquoso remanescente foi feita particio com EE/EA e a
fase organica foi recolhida para secagem em banho maria (50°C) durante 16
horas em capela de exaustdo e, posteriormente, ressuspensa em 10 mL de

metanol grau HPLC, para determinacdo dos compostos fendlicos.

4.5 CLARIFICACAO (“clean-up”)

O procedimento de clarificagdo foi aplicado em todos os extratos como
estratégia de minimizacdo de interferéncias espectrais no momento da

determinacdo de compostos fendlicos totais, essa estratégia consistiu na
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precipitacdo da clorofila, possivelmente extraida em conjunto com os fendis,
através da adicdo de solugao de hidroxido de bario (Ba(OH)z2) 0,1 mol L, e s ulfato
de zinco (ZnS04) 5% (mv!). Essas solugdes sao adicionadas de forma proporcional
aos extratos, de modo que para cada 10 mL de extrato foram adicionados 2 mL de
cada solugcdo (BaOH e ZnS0Os4), essa mistura foi mantida em repouso durante 15
minutos para que houvesse a formacado do precipitado e, sem seguida, foi feita
a centrifugacao (2000 RPM durante 1 minuto) e o sobrenadante foi recolhido e
filtrado através de papel filtro(SOUZA, 2009).

4.6 PROCEDIMENTO DE DETERMINACAO COMPOSTOS
FENOLICOSTOTAIS PELO METODO DE FOLIN-CIOCALTEU

O procedimento para determinagdao de compostos fendlicos totais (TPC, do
inglés “total phenolic compounds”) foi baseada no trabalho de Souza et al., (2009)
e consiste na combinacdo de 500 pL dos extratos finalizados a 500 puL de agua
ultrapura e 4,5 mL de solugéo de carbonato de sédio (Na2CO3 4% (mv'')) com 1%
(vw) de sulfato de cobre (CuSO4 2% (m/v)). Essa combinacédo foi mantida em
banho maria (40°C) por 15 minutos e, em seguida, foram adicionados 500 pL do
reagente de Folin- Ciocalteu (1:2) e a solucao foi mantida em descanso por 10
minutos. Todos os procedimentos foram executados em triplicata e a determinacgéo
se deu por espectrometria de UV/VIS, em comprimento de onda de 760 nm. A
quantificacao dos extratos se deu a partir de uma curva de calibragao, construida
com 6 pontos de concentracdo de padrdo de acido galico (GA, do inglés, “gallic
acid”) sendo eles: 0, 5, 10, 25, 50, 75 e 100 mg GA. Os resultados foram expressos
em mg equivalente de acido gélico por grama de peso seco (mg GAE g' DW, do
inglés, “mg gallic acid equivalent for gram dry wheigh”).

4.7 EXATIDAO

Quanto a metodologia de determinacéo de TPC (item 4.6) foi feito ensaio de

adicao e recuperacao, avaliando a exatidao do procedimento.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

51 EXTRACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS COM
DIFERENTES CONCENTRACOES DE ETANOL.

Diversos solventes podem ser utilizados no processo de extragdo de
compostos fendlicos, desde agua até solventes organicos como o metanol e o
etanol, ndo sendo unanime a melhor opcao para o procedimento (ZHANG et al.,
2020). A escolha de utilizar com o etanol no presente trabalho esta fundamentada
no estudo de MENDES et al, (2019) em que a seletividade de extragdo de
compostos fendlicos ao se aplicar diferentes solventes (etanol, metanol, acetona e
agua) e suas misturas binarias, terciarias e quaternarias, em amostras de castanha,
foi avaliada. Os autores descobriram que altas concentragcdes de etanol e a mistura
tercidaria entre: acetona, metanol e etanol foram os extratores de compostos
fendlicos totais mais eficientes, entretanto, o uso da mistura terciaria extrai, além
dos fendlicos, moléculas interferentes como: acucares, fosfolipidios e acidos
graxos, caracteristica nao encontrada ao se utilizar apenas etanol, fato que o rotulou
como a opg¢ao mais adequada. Os autores ainda relatam que em ambientes de
polaridade intermediaria é esperado que haja boa extracdo dos compostos
fendlicos, o que pode ser notado no trabalho de KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et
al., (2020), que estabelece um comparativo entre a extratibilidade de compostos
fendlicos em amostras de erva-matee tremog¢o amarelo a partir de um procedimento
de extracdo por maceracgao e, relata que, para a erva-mate, o uso de etanol 70%
(vw) foi mais eficiente no procedimento, quando comparado com o metanol na
mesma concentragcdo (80,33 mg GAE g' DW e 65,74 mg GAE ¢g' DW,
respectivamente). No mesmo trabalho demonstraram que o aumento na
concentragcdo do solvente gerou extratos mais concentrados de compostos
fendlicos, um comportamento também notado em outras ervas eespeciarias (SINGH
et al., 2011, SEPAHPOUR et al., 2018; e LAZZAROTTO et al., 2019).

A avaliacdo da extracao com diferentes concentracdées de etanol (50 e 80%
(w) foi feita com duas amostras aleatérias, a organica O1 e organica O7, os
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resultados estao expressos na tabela 01 e demonstram que, para os talos, o
solvente menos concentrado foi mais eficiente na extracdo (O1: 3192 = 10 e O7:
3253 + 10 mg GAE g' DW) do que o mais concentrado (O1: 3054 + 16 e O7: 1365 +
7 mg GAE g' DW). Nas folhas o comportamento foi igual para a mostra orgéanica Of1
em que o etanol 50% (vv-1) rendeu extratos com 3198 + 10 mg GAE g-1 DW
enquanto o etanol 80% (vv- 1) extratos com concentracao de 2808 + 12 mg GAE g-1
DW. Ja para a amostra organica O7 o comportamento foi diferente e o solvente
mais concentrado rendeu extratos mais concentrados em compostos fendlicos
(3041 + 4 mg GAE g-1 DW) do que o menos concentrado (2862 + 8 mg GAE g-1
DW). Por si s0, tais resultados indicam o etanol 50% (vv-1) como o mais adequado
para a extracao de compostos fendlicos, entretanto, a mistura de partes iguais entre
o0 solvente organico e a agua ocasiona um comportamento azeotropico na mistura, o
que altera as caracteristicas fisico-quimicas do solvente e, nesse caso, ao dar
sequéncia com o procedimento de fracionamento (rotaevaporacao e ressuspensao
para particdo e seraparacdo das fracdes) notou-se que o etanol 50% dificultou a
viabilizacdo do processo de rotaevaporacdo. De forma a prolongar o tempo de
rotaevaporacao por amostra (cerca de 1 hora por réplica) e necessitar temperaturas
muito elevadas para a evaporagdo do solvente (acima de 100°C), o que pode
comprometer a integridade dos compostos fendlicos e aumenta a chance de
interferentes no procedimento de determinacdo dos compostos fendlicos. Esse
comportamento néo foi observado ao utilizar o etanol 80% (vv-1) para a extracao, e
as caracteristicas de tempo e temperatura para rotaevaporacao foram de 10 a 15
minutos por réplica, com temperaturas mais amenas (80°C + 2°C), o que foi um
diferencial para a decisdo de se trabalhar com essa concentragdo do solvente
(etanol 80%).
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Tabela 01. Comparacgao da eficiéncia de extracao de compostos fendlicos totais
(mg GAE g-1 DW) com diferentes concentragbes de etanol.

Folhas Talos

EtOH 50% EtOH 80% EtOH 50% EtOH 80%

OrganicaOl 5198 +10Aa  2808+12Ab  3192:10Aa 3054 +16 Ac

Organica O7 2862 + 8 Ba 3041 + 4 Bb 3253 + 10 Bc 1365 + 7 Bd

Legenda: Os valores tabelados referem-se a média £ o desvio padrdo. A andlise estatistica comparou a

diferenca entre as amostras (colunas, letras mailsculas) e os solventes e partes da planta (linhas, letras

minudsculas). As letras iguais indicam igualdade estatistica (p-valor < 0,05) segundo o teste t, e as letras
diferentes indicam diferencga estatistica (p-valor > 0,05).

5.2 DETERMINAGCAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS E
EXATIDAO

A determinagdo de compostos fendlicos totais foi feita conforme o método
com reagente de Folin-Ciocalteu, que € uma estratégia de medida indireta dos
analitos, em que uma curva analitica de um acido fendlico, no caso o acido galico
(GA), € usada como base para o calculo das concentragcbes presentes nos
extratos. Como forma de compreender se ha conformidade entre 0 comportamento
do padrdo na construcdo da curva analitica (meio aquoso) e os extratos obtidos
aplicou-se o ensaio de adicdo de padréo e o coeficiente angular das curvas no
extrato e em meio aquoso foram comparadas de forma a avaliar a
correspondéncia do comportamento nos dois meios e verificar a capacidade da
curva analitica em representar as concentracbes medidas nos extratos. Os
resultados apresentados na tabela 02 e figuras 13, e demonstram que na faixa de
trabalho empregada (5 a 100 mg GAE g') ha uma boa correlagdo entre a
concentragao de acido galico e a absorbancia medida, como pode ser confirmado
pelos coeficientes de correlagéo linear (R?) apresentados, em R? = 0,99 para a

maioria das amostras. Assim como ha correspondéncia entre o coeficiente
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angular da curva analitica construida em meio aquoso e as curvas construidas nos
extratos de folhas e talos o que indica auséncia de efeito de matriz, logo, a curva
analitica em meio aquoso pode ser referéncia para o calculo da concentragao de
compostos fendlicos em presentes nos extratos de folhas e talos deerva-mate.

Tabela 02. Dados do ensaio de adicdo e recuperacao nas fracoes livre e

conjugadade amostras de erva-mate orgéanica e convencional.

Fragao Livre Fracao Conjugada
R? Coeficiente angular R? Coeficiente
angular
Curva Padrao 0,995 0,0058 a 0,995 0,0058 a
(CP)
Folhas - C1 0,996 0,0059 a 0,989 0,0050 b
Talos — C1 0,999 0,0063 a 0,972 0,0058 a

Legenda: CP: curva analitica construida em meio aquoso (padrdo); C1: amostra convencional C1.
A analise estatistica foi aplicada para comparacao do coeficiente angular daCP com o coeficiente
angular da curva analitica construida nos extratos das amostras. As letras iguais representam

igualdade estatistica segundo o teste t (p-valor > 0,05).
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Figura 13. Ensaio de adicao e recuperacdao em extrato de compostos fendlicos livre e
conjugados em amostras de folhas e talos de erva-mate convencional.
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Legenda: CP: curva analitica padrdo (construida em meio aquoso); e curva analitica construida nos
extratos de compostos fendlicos livres e conjugados de folha e talo de erva-mate convencional.
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5.3 TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

Estudos sobre o teor de compostos fendlicos em amostras de ervas podem
ser encontrados na literatura, como por exemplo o trabalho de PORT’s et al., 2013,
que avaliaram infusbes de ervas da regido amazoénica e seus extratos geraram
concentragdes variadas entre 13,61 e 68,13 mg GAE g' DW, em amostras de:
agird (51,30 mg GAE g' DW), acgoita cavalo (47,54); capim santo (13,61); erva
cidreira (37,12); graviola (32,61); juca (68,13); pata de vaca (23,67); pariri (39,85)
e; sacaca comum (26,02). Aléem disso, os autores relatam que a atividade
antioxidante desses extratos € condizente com as concentracbes dos fendlicos, no
sentido de que quanto maior a concentracdo, maior a atividade antioxidante.
DELADINO (2008) estudou a erva-mate e quantificou o teor de compostos
fendlicos totais obtidos por extrato aquoso como sendo de 62,11 mg GAE g' DW,
concentracao superior a maioria das ervas amazébnicas estudadas por PORT'’S.
MEINHART et al., (2010) avaliaram o teor dos fendlicos, relacionando com a
pratica de ingestdo dos preparos tipicos com a erva-mate, os autores simularam as
sucgoes feitas durante o consumo de chimarréo e tereré e conseguiram quantificar
41,8 e 52,2 mg GAE g' DW, respectivamente, e estabeleceram uma relagdo com a
pratica e o consumo de fendlicos a partir da erva-mate. No presente trabalho os
resultados obtidos quanto aos compostos fendlicos totais em fracao livre e
conjugada de amostras de folhas e talos de erva-mate organica e convencional
estdo expostos na tabela 03 e figura 14. E pode-se notar que as concentragdes
totais extraidas durante o fracionamento (soma da fragao livre conjugada) ficaram
entre 204,31 mg GAE g' DW e 2641,53 mg GAE g' DW, uma ampla faixa de
concentragcbes, que comporta a distingdo entre as fragdes (livre e conjugada),
sistema de cultivo (amostras orgénicas e convencionais) e partes da planta (folhas

e talos).
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Tabela 03. Compostos fendlicos totais (mg GAE g DW) livre e conjugados em amostras de folhas e talos de erva-mate organica e

O1

02

O3

04

05

06

o7

Fracao Livre

Folhas

Fracdo conjugada

convencional.

Total

112,71 + 3,85 Aa

125,34 + 1,58 Ab

510,56 + 65,75 Ace

286,60 + 21,73 Ad

486,33 + 23,44 Ace

225,33 + 6,04 Afjk

296,65 + 6,06 Adl

245,81 £ 5,15 Ba

221,14 + 12,67 Ba

1976,13 + 87,93 Bb

1163,78 + 53,93 Bc

1593,70 + 41,75 Bde

537,12 + 126,15 Bf

1489,87 + 133,35 Bde

358,52

346,48

2.486,69

1.450,38

2.080,04

762,46

1.786,52

Talos

Fracéo Livre Fracao conjugada Total

81,59 +2,17 Aa 122,72 £ 8,59 Ba 204,31

142,32 £ 26,46 Ab 94,73 £ 0,77 Bb 237,05
293,76 +12,15 Ac 767,83 £ 26,22 Bc 1.061,59

310,32 + 21,03 Acd 210,15 + 3,35 Bd 520,47

235,55 + 19,85 Ae 710,25 + 1,38 Be 945,81

102,84 + 12,80 Af 506,97 + 27,83 Bfg 609,81

136,57 £ 6,32 Ab 488,13 + 40,28 Bfg 624,70



o8
C1

Cc2

C3

C4

C5

C6

C7

C8

C9

C10

403,16 + 2,07 Ag 1653,68 £ 63,85 Bd  2.055,84
193,18 + 40,64 Ajk 992,33 + 22,63 Bg 1.185,18
407,39 + 22,71 Agh 1789,02 + 8,64 Bh 2.196,41
558,71 £ 85,05 Ac 1550,41 + 106,62 Bde 2.108,71
318,94 + 8,13 Aim 1629,63 + 69,23 Bde 1.948,57
365,33 + 21,55 Ahm  1705,20 + 58,87 Bdeh 2.070,53

351,04 +27,65Ahiklm 658,64 + 44,10 Bf 1.009,68
245,48 + 27,45 Adfikl 885,22 + 62,26 Bg 1.130,70
280,57 + 18,09 Ad 1999,45 +£82,80 Bb  2.280,02
372,20 + 23,26 Ag 2269,33 + 34,23 Bi  2.641,53

243,98 + 31,20Adftkim  2099,45 +81,76 Bb  2.343,43

173,50 + 1,95 Ag
127,54 + 16,15 Abf

266,90 * 33,60 Acdeh

310,14 + 43,62 Aceh

251,97 + 33,37 Acdeh

252,53 + 17,96 Aeh

137,14 + 19,89 Abf

141,84 £ 8,92 Ab

95,52 +9,01 Afi

109,64 + 23,04 Abfi

82,78 + 5,39 Aai

580,05 + 20,02 Bh
529,90 + 39,45 Bfgh
871,87 + 43,54 Bi
719,03 + 7,27 Br
698,17 + 57,23 Bcej
609,04 + 35,48 Bhj
632,23 + 35,59 Bhj
493,66 + 54,80 Bigh
447,05 + 12,38 Bg
1077,63 + 14,93 Bk

598,62 + 56,90 Bighj

753,56
657,45

1.138,77

1.029,17

950,15

861,58

769,37

635,31

542,60

1.187,27

680,40

Legenda: a analise estatistica comparou as fragdes livre e conjugada nas folhas separadamente dos talos e é expressa pelas letras maitsculas. Também foi
aplicada analise estatistica para comparag¢é@o das amostras organicas e convencionais entre si (colunas), expressa pelas letras mindsculas. Em ambos os

casos as letras iguais indicam igualdade estatistica segundo o teste t (p-valor = 0,05) e as letras diferentes indicam diferenca (p-valor < 0,05).



Figura 14. Compostos fendlicos totais em folhas e talos de erva-mate orgénica e convencional.
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Legenda: Esse grafico expressa a concentracdo de compostos fendlicos determinados nas fragdes livre e conjugada somadas. As concentragdes entéo
expressas em mg GAE g 'DW.



Os estudos sobre a erva-mate sao diversos, ZWYRZYKOWSKA et al., (2015),
por exemplo, avalia o teor de compostos fendlicos em extratos metandlicos produzidos
a partir de diferentes espécies de llex sp., e constatam concentracbes entre 9 e 51
mg g DW nas amostras de I. aquifolium ‘Argenta Mariginata’ (38,78 mg g' DW), |.
aquifolium L. (27,16 mg g' DW), I. meservea ‘Blue Angel’ (9,98 mg g' DW) e na /.
paraguariensis, que se mostrou a espécie mais concentrada nesses componentes, a
concentracéo foi de 51,06 mg g' de DW, resultado compativel com com o trabalho
de FILIP et al, (2001), DELADINO (2008) e MEINHART et al,, (2010). Ainda em
ZWYRZYKOWSKA et al., (2015), a andlise cromatografica dos extratos gerados
demonstrou que a /. paraguariensis, € a espécie com maior variacao dos tipos de
compostos fendlicos, 19 no total, sendo os principais: acido neoclorogénico, acido
clorogénico, derivados do acido dicafeoilquinico e a rutina. Tais informacées,
associadas com os dados de teores de compostos fendlicos totais (soma das fragdes
livre e conjugada) estudados no presente trabalho, tornam claro que os extratos
gerados a partir das amostras organicas e convencionais estudadas nessa
dissertacdo sdo mais concentrados. Tal fato pode ser ocasionado pela otimizagdao do
procedimento de extracédo através da aplicacdo da estratégia de fracionamento, assim
como foi observado para amostras de bagaco de macga estudadas por LI et al,
(2021), nas quais o procedimento de hidrdlise acida eleva a concentracdo de
compostos fendlicos extraidos. Outra explicagdo é a escolha do solvente, que ja
foi discutida e parecehaver uma correspondéncia entre a capacidade de extragédo
dos compostos fendlicose a constante dielétrica do solvente, dessa forma, quanto
menor esta constante, melhor extrator o solvente sera (WU et al., 2021). Essa relacao
também foi visualizada em ervas e especiarias como: curcuma, gengibre, folhas de
curry e capim-limao, aonde a comparacdo entre os solventes metanol 80% (vv)
(constante dielétrica: 36) e etanol 80% (vv'') (constante dielétrica: 24,3) resultou em
maior extracido dos compostos ao se utilizar do etanol 80% (vv'!) para a extragdo dos
fendlicos (SEPAHPOUR et al.,2018).
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5.4 COMPOSTOS FENOLICOS NAS PARTES DA PLANTA
(FOLHAS E TALOS)

Os 6rgaos vegetais, assim como os animais, sdao responsaveis por fungcdes
diferentes, e seu metabolismo é modulado de forma especifica a cumprir sua
finalidade, é sabido que a erva-mate comercial € uma 6tima fonte de compostos
fendlicos e que esse produto é oriundo de uma mistura de diferentes partes da arvore,
sendo estas as folhas e os talos que os acompanham (BRASIL,2002). A distingao
dos fendlicos presentes em cada parte da erva-mate pode contribuir para a
compreensao da compartimentalizacdo desses compostos e suas aplicagdes
individuais, por isso, decidiu-se aplicar essa variavel no trabalho e po6de-se notar que
a soma das fragbes livre e conjugada nas folhas de erva-mate rendeu um teor de
fenolicos totais entre 346,48 e 2641,53 mg GAE g' DW e para os talos, as somas
apontam teores entre 204,31 e 1187,27 mg GAE g' DW. A exposicéo dos resultados
se deu a partir da tabela 03 e figuras 15 e 16.

Figura 15. Fragéo livre de compostos em folha e talo de erva-mate.
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Legenda: a analise estatistica foi aplicada para a comparacéo da folha e talo de cada amostra de
erva-mate. As letras igual indicam igualdade estatistica se segundo o teste t (p-valor > 0,05) e
letras diferentes indicam diferenca estatistica (p-valor < 0,05).
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Figura 16. Fragdo conjugada de compostos fendlicos em folha e talo de erva-

mate.
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Legenda: a analise estatistica foi aplicada para a comparacgéo da folha e talo de cada amostra de
erva-mate. As letras igual indicam igualdade estatistica se segundo o teste t (p-valor > 0,05) e
letras diferentes indicam diferenca estatistica (p-valor < 0,05).

A andlise estatistica que comparou diretamente as folhas e talos correspondentes
da mesma amostra demonstrou que, na fragéo livre (figura 15), as amostras organicas
apresentaram mais compostos fendlicos em suas folhas do que em seus talos, com
excegao da O6, que nao diferiu estatisticamente os teores de 125,34 + 1,58 mg GAE g
' DW para as folhas e de 142,32 + 26,46 mg GAE g' DW para os talos. Dentre as
amostras convencionais o comportamento foi semelhante as amostras organicas,
também se mantendo quase unanime e, com exceg¢ao das folhas (193,18 + 40,64 mg
GAE g' DW) e talos (127,54 + 16,15 mg GAE g' DW) da amostra C1, que néo
diferiram estatisticamente, em todas as amostras as folhas sdo mais concentradas
quando comparadas com os talos. A anédlise comparativa entre as folhas e talos na
fracdo conjugada de compostos fendlicos (figura 16) apresentou resultados
semelhantes, todas as folhas foram mais concentradas do que os talos. Com excecao
das amostras organica e convencional 6, nas quais as folhas tiveram concentracao
de 537,12 *+ 126,15 e 658,64 + 44,06 mg GAE g' DW, respectivamente, enquanto
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que os talos tiveram concentracao de 506,97 + 27,83 para a organica 6 e de 632,23

35, 59 mg GAE g ' DW para a convencional.

Trabalhos como os de BASTOS et al., 2007; ZWYRZYKOWSKA et al., 2015;
GAWRON-GZELLA et al., 2021 corroboram com o fato de que as folhas de /. sp. séo
ricas em compostos fendlicos e, na literatura, a comparacao das diferentes partes das
plantas demonstra correspondéncia com os resultados obtidos. Nesse sentido, a
determinacdo dos compostos fendlicos totais (TPC, do inglés, ‘otal phenolic
compounds’) em caules e folhas de Crescentia cujete, demonstrou que as folhas sédo
mais concentradas (247,56 — 371,23 mg GAE g' de extrato) do que os caules
(234,83 — 326,75 mg GAE g ' de extrato) e o mesmo padrdo se repete para as
determinacdes de flavonoides totais (TFC, do inglés, ‘total flavonoid compounds’) em
folhas (101,20 — 144,64 mg GAE g ' de extrato) e talos (42,62 — 82,7 mg GAE
g ' de extrato) (DAS et al., 2014). Um padrdo semelhante é visto no trabalho de
RIGUEIRA et al., (2018), os compostos fendlicos foram avaliados nas folhas e talos de
couve manteiga (brassica oleracea L. var. Acephala), sendo reportado pelos autores
que as folhas dessa hortalica (173 a 244 mg GAE 100 g'') s&o significativamente mais
concentradas do que os talos (86 a 180 mg GAE 100 g'). Os resultados gerados por
FALLER e FIALHO (2008), em amostra de brocolis (brassica oleracea var. Italica),
também possui a prevaléncia dos compostos fendlicos nas folhas e flores, quando
comparadas aos talos e esse padrdo observado para diferentes partes da planta se
justifica devido a compartimentalizacdo dos bioativos de acordo com a sua
necessidade nos tecidos. Um exemplo disso, é a alta presenca de compostos
fendlicos em flores e folhas, onde agem como pigmentos, uma funcao importante para
atracdo de polinizadores. Além disso, ha uma maior concentracdo de fendlicos nos
orgaos expostos a situagdes estressoras, como pode ser 0 caso de folhas expostas a
radiacdo UV, pois estes agem na protecdo do tecido folhear frente a este estresse
(TAIZ e ZEIGLER, 2013).

Sabe-se que a erva-mate pode ser cultivada em manejo solteiro ou consorciado, o
segundo adiciona a area de plantio arvores de porte maior, que fornecem o
sombreamento a . paraguariensis, jA 0 manejo solteiro tem a caracteristica de cultivo
a pleno sol, 0 aumenta a incidéncia da radiagdo solar nas regides folhosas da arvore,
e explica a relacdao que ha entre produtos ervateiros originarios de manejo a pleno sol,
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com maior estresse abidtico, como radiacdo UV, apresentarem incremento de
fendlicos nas folhas, em comparacao aos talos. Em BUTIUK et al., (2016) os autores
descrevem que as folhas e talos verdes (pré-processamento)de erva-mate foram
estudadas quanto ao seu teor de acido clorogénico (éster entre o &cido cafeico e
acido quinico) e dois isdbmeros, o acido neoclorogénico e criptoclorogénico, nao
exibindo diferenga significativa entre si quando as amostras foram obtidas da colheita
do outono (folhas: 80,8 e talos: 78,9 mg de &cidos clorogénicos totais g') e primavera
(folhas: 50,0 e talos: 50,5 mg de &cidos clorogénicos totais g'). Evidéncias que
podem sustentar a hipotese de que a diferenciacdo dos compostos fendlicos entre as
folhas e talos ndo é unanime para todas as classes de compostos fendélicos e que as
amostras que nao diferiram estatisticamente entre suas folhas e talos, no presente

trabalho, podem possuir concentragdes expressivas de acidos clorogénicos.

5.5 COMPOSTOS FENOLICOS EM AMOSTRAS DE
DIFERENTES SISTEMAS DE CULTIVO (ORGANICO E
CONVENCIONAL)

O estudo de produtos comerciais esta sujeito a consideravel variabilidade dos
resultados devido a quantidade de fatores que podem interferir no metabolismo
vegetal e influenciar a composicdo de compostos fendlicos e outros fitoquimicos,
esses fatores se dao ao longo do processo de cultivo, colheita e processamento e
podem estar associados a caracteristicas genéticas, sistema de cultivo e condigdes
ambientais, grau de maturacao da planta e entre outros (ARBOS et al., 2010; BUTIUK
et al, 2016). Os resultados de comparagdo entre as erva-mate organica e
convencional encontrados nesse trabalho sdo representados e discutidos de duas
formas diferentes, a partir da interpretagcdo das médias dos grupos amostrais e de
forma pontual sobre cada amostra considerando sua fracdo de compostos fendélicos,
parte da planta e sistema de cultivo. A soma das fracdes livre e conjugada permite a
observacao geral das concentracées de compostos fendélicos que foram determinados
a partir dos extratos de erva-mate organica e convencional e observar a média das
amostras de cada grupo é uma forma de interpretar o impacto que o sistema de

cultivo pode exercer sobre a sintese desses compostos nas amostras de erva-mate.
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A avaliacdo individual das amostras, considerando as fragdes estudadas,
permite observar a variabilidade dos grupos amostrais (orgénico e convencional) e
quando se trata da fracdo livre de compostos fendlicos em folhas de erva-mate
organica e convencional, as principais diferengas estatisticas observadas estao entre
as duas amostras menos concentradas (O1 e O2) e as trés mais concentradas (O3,
04 e C3), que chegaram a ter um teor de compostos fendlicos 4 vezes maior.
Também foi observada igualdade estatistica entre as amostras C2 e O8, assim como
as amostras convencionais que apresentaram certa paridade entre suas
concentracbes, como por exemplo, C4, C5 C6 e C9, que se sobressaem
significativamente as orgénicas O4, O7 e as convencionais C7 e C8, que sédo

estatisticamente equivalentes, resultados expressos na figura 17.

Figura 17. Fragéo livre de compostos fendlicos em folhas de erva-mate organica e
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Legenda: a analise estatistica comparou todas as variagcdes de erva-mate entre si e € expressa nas letras
iguais, como sendo igualdade estatistica (p-valor < 0,05) segundo o teste t, e as letras diferentes indicam
diferencga estatistica (p-valor > 0,05).

Ja entre os talos da fragdo livre de compostos fendlicos nas amostras
organicas e convencionais, observa-se, através da figura 18, que ha prevaléncia de

amostras convencionais (C2, C3, C4 e C5) entre as amostras mais concentradas, que

53



54

sdo acompanhadas das organicas O3, O4 e O5, assim como as amostras menos
concentradas sao integradas por uma organica (O1) e uma convencional (C10), que
sdo estatisticamente iguais e possuem quase 4 vezes menos compostos fendlicos,
comportamento também evidenciado nas folhas.

Figura 18. Fragao livre de compostos fendlicos em talos de erva-mate orgénica e
convencional.
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Legenda: a andlise estatistica comparou todas as variagoes de erva-mate entre si e é expressa
nasletras iguais, como sendo igualdade estatistica (p-valor < 0,05) segundo o teste t, e as letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p-valor > 0,05).

O comportamento das amostras de folhas de erva-mate organicas e convencionais,
na fragdo conjugada, demonstrou que os maiores teores de compostos fendlicos estao
entre as amostras convencionais (C8, C9 e C10), que foram equivalentes a organica O3,
todas com cerca de 2000 mg GAE g' DW. Nas concentragdes entre 1500 e 1800 mg
GAE g' DW se enquadram 4 amostras convencionais (C2, C3, C4 e C5) e 3 organicas
(05, O7 e 08) enquanto, novamente, as amostras organicas O1 e O2 sao reconhecidas
como as que apresentam menores teores de compostos fendlicos, sendo eles de 245,81 e

221,14 mg GAE g' DW, respectivamente, o que representa de 8 a 10 vezes menos
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compostos fendlicos em comparacdo a amostra mais concentrada, resultados
apresentados na figura 19.

Figura 19. Fragcdo conjugada de compostos fendlicos em folhas de erva-mate

orgéanica e convencional.
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Legenda: a analise estatistica comparou todas as variagdes de erva-mate entre si e é expressa
nasletras iguais, como sendo igualdade estatistica (p-valor < 0,05) segundo o teste t, e as letras
diferentes indicam diferencga estatistica (p-valor > 0,05).

Os resultados para os talos da fracdo conjugada estdo expressos na figura 20
e, assim como os da fracao livre de compostos fendlicos em talos, evidenciam que ha
prevaléncia das amostras convencionais entre as mais concentradas sendo elas a
convencional C9 e a C2, outro comportamento notavel é a baixa concentracdo nas
amostras organicas O1 e 02 , que se diferenciam de todas as outras amostras
estudadas com teores abaixo de 120 mg GAE g' DW, assim como a organica O4, que

também se distancia das demais, mas com teor de fendlicos de 210,15 mg GAE ¢
DW.
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Figura 20. Fracdo conjugada de compostos fenélicos em talos de erva-mate

organica e convencional.
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Legenda: a analise estatistica comparou todas as variagées de erva-mate entre si e € expressa nas
letras iguais, como sendo igualdade estatistica (p-valor < 0,05) segundo o teste t, e as letras
diferentesindicam diferencga estatistica (p-valor > 0,05).

Em uma abordagem que considera as médias dos grupos de amostras
observa-se, através das tabelas 04 e 05 e figura 21, que tanto para folhas quanto
para talos, as médias para o grupo de amostras convencionais possuem maiores
teores de compostos fendlicos em comparacdo ao grupo das amostras organicas,
contudo, ha expressiva variabilidade nos grupos e a analise estatistica revela que nao

ha distincédo entre eles.
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Tabela 04. Médias dos teores de compostos fendlicos (mg GAE g' DW)
em amostras de folhas e talos de erva-mate organica e convencional.

Folhas Talos
Fracao Fracao Fracao Fracao
Livre Conjugada Livre Conjugada
- 305,84 + 1110,03 £ 184,56 + 435,11 +
Organicas 141,76 a 641,38 a 80,49 a 244.81a
Convencionais 333,68 + 1557,79 = 117,60 + 667,60 +
94,13 a 515,37 a 79,034 179,14 a

Legenda: A analise estatistica avaliou a diferenca entre os grupos amostrais organico e
convencional (colunas) e foi expressa por letras iguais, que representam igualdade estatistica
segundo o teste t (p-valor > 0,05).

Tabela 05. Média do teor de compostos fendlicos (soma das fracdes em mg
GAEg' DW) em folhas e talos de erva-mate organica e convencional.

Folhas Talos
Organicas 1415,87 + 776,57 a 619,66 + 284,71 a
Convencionais 1891,48 + 543,00 a 845,21 + 212,63 a

Legenda: A analise estatistica avaliou a diferenga entre os grupos amostrais organico e convencional e foi
expressa por letras iguais (colunas), que representam igualdade estatistica segundo o teste t (p-valor > 0,05).



Figura 21. Média do teor de compostos fendlicos (soma das fracoes) em folhas e
talos de erva-mate organica e convencional.
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Legenda: A analise estatistica compara os grupos organico e convencional, respeitando as
partes da planta condizentes, e esta expressa por letras iguais (a) pois, segundo o teste t, ndo ha
diferenga significativa (p-valor > 0,05).

O mesmo padrédo € observado quando se avalia a média dos grupos
amostrais organico e convencional considerando a diferenciacdo das fracoes
fendlicas, resultados expostos na tabela 04 e figura 22, onde o grupo de amostras
convencionais apresentam concentracdes maiores do que as organicas, com
excecao da fracdo livre em talos que apresentou o comportamento oposto,
contudo, devido a variabilidade dos grupos amostrais ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas. O que demonstra que o sistema de
cultivo, por si s6, pode nédo ser um fator determinante na sintese de compostos
fendlicos em amostras de erva-mate. Tal resultado se diferencia de abordagens ja
feitas na literatura como, por exemplo, o trabalho de ARBOS et al., 2010, no qual
sao relatados produtos organicos com maiores teores de compostos fenélicos do
que G convencionais, abrindo espaco para a teorizacdo das variaveis que podem
estar associadas a modulagdo da sintese fendlica. Assim como, evidencia a
importancia de se trabalhar com um maior numero de amostras de cada sistema de
cultivo pois, apesar de serem notadas diferengas pontuais, os grupos néo divergem
devido a variabilidade.
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Figura 22. Média do teor de compostos fendlicos livres e conjugados em folhas e
talos de erva-mate organica e convencional.
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Legenda: Esse grafico evidencia a comparacao entre as médias dos grupos de amostras organicas
econvencionais nas diferentes fracdes (livre e conjugada) de compostos fendlicos em folhas e talos
de erva-mate. A andlise estatistica compara os grupos organico e convencional, respeitando as
fracOes e partes da planta condizentes, e esta expressa por letras iguais (a) pois, segundo o teste t,
nao hé diferenga significativa (p-valor > 0,05).

Frente a esses resultados podem ser feitas algumas constatacdes quanto a
presenca dos compostos fendlicos em cada grupo de amostras, a primeira
delas é que certa paridade entre as amostras organicas e convencionais, na fracao
livre, pode ser notada através de concentragdes estatisticamente semelhantes entre
si, ndo sendo adequado diferi-las categoricamente, um exemplo disso é a igualdade
entre as amostras 02, O7, C6, C7 e C9 na fragéo livre de talos de erva-mate. Esses
dados auxiliam a esclarecer as limitacées de, concretamente, se identificar padroes
no teor de compostos fendlicos na fragcdo livre de amostras organicas e
convencionais, tendocomo exemplo a fragao livre de compostos fendlicos em folhas
de erva-mate organica que € um grupo que contém as menores (O1 e O2) e
maiores (O3 e O5) concentracbes, mesmo em comparagdo com as convencionais,
dificultando a diferenciacdo do comportamento entre amostras organicas e
convencionais. Um padrao reforgado ao se avaliar as médias dos grupos amostrais,

que nao diferiram estatisticamente.
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A fracdo conjugada demonstra comportamento semelhante, havendo
paridade estatistica entre algumas amostras orgénicas € convencionais, como por
exemplo entre as folhas organicas O5, O7 e O8 e as convencionais C3, C4 e C5.
Também é possivel perceber que existem alguns padrdes entre as amostras mais e
menos concentradas que, tanto para as de folhas quanto para as de talos as erva-
mate convencionais se sobressaem na concentracdo de compostos fendlicos,
enquanto que os menores teores sdo encontrados nas amostras organicas. Essa
descoberta é interessante pois demonstra a importancia da fragdo conjugada de
compostos fendlicos em diferenciar o comportamento de amostras organicas e
convencionais, uma abordagem que normalmente nado é vista nos trabalhos que
avaliam compostos fendlicos em produtos oriundos desses sistemas de cultivo e
mantém seus estudos apenas pelas metodologias tradicionais, que nao diferem a
fracao livre da fracdo conjugada de compostos fendlicos. Fato que pode enfraquecer a
correspondéncia da discussao com a real presenca dos fendlicos na matriz alimenticia,
uma vez que na forma conjugada os compostos fendlicos dificiimente sao
determinados no método de Folin-Ciocaulteu, como discutido anteriormente, devido
sua associagdo com macromoléculas que leva a auséncia de grupamentos OH livres
para a formagédo de um anion com potencial redutor, capaz de reduzir o reagente de
Folin, permitindo a determinacado pelo método (CICCO et al., 2009; PIRES et al.,

2017).

Alguns trabalhos da literatura indicam que ha prevaléncia de compostos
fendlicos em amostras organicas e dentre as fragdes estudadas no presente
trabalho, e mesmo com a soma destas (figura 14), é possivel perceber que algumas
amostras organicas de fato apresentam altos niveis de compostos fendlicos em
comparagdo outras convencionais, um exemplo sdo as folhas e talos da amostra
organica O3 em comparacdo com as folhas e talos da amostra convencional C1.
Esse comportamento condiz com trabalhos como o de RIGUEIRA et al., 2016, em que
as folhas de couve manteiga (brassica oleracea I. var. Acephala) expostas a calor
umido contém maior teor de compostos fendlicos totais quando oriundas de cultivo
orgéanico (212,7 mg GAE/100mg) do que de cultivo convencional (182,5 mg GAE/1009)
e 0 mesmo padrao foi notado nos talos crus (organico: 134,7 + 9,18 mg GAE 100 g '
DW e convencional: 83,7 * 8,8) e expostos a calor umido (organico: 158,3 + 28 , 9 mg
GAE 100 g ' DW e convencional: 91,3 + 10,3). Em outro estudo, ARBOS et al.,

2010, descreve que os teores de fendlicos em alface, almeirdo e rdcula organicos
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também s&o superiores (de 92,12 a 108,72 mg GAE 100 g~ ' DW) ao das amostras
convencionais (de 81,04 a 91,22 mg GAE 100 g ' DW), e no trabalho de PONDER e
HALLMANN (2019) os autores relataram o mesmo comportamento em amostras de
framboesas cultivadas em sistema orgénico quando comparada com as cultivadas

em sistema convencional.

Outro trabalho pertinente € o de FALLER e FIALHO (2010), em que o0s
autores avaliaram o teor de fendis solUveis e hidrolisaveis em amostras de frutas e
vegetais e relatam que os alimentos organicos tendem a possuir maior teor de
fendis e atividade antioxidante proporcional. Entretanto, esse comportamento néao é
unanime e em algumas das amostras estudadas pelos autores, como por exemplo,
0s vegetais batata, brécolis, tomate, repolho branco; e as frutas mag¢a, manga e
tangerina, ndo houve diferenca estatistica entre os produtos de origem orgénica e
convencional, assim como foi observado para boa parte das amostras de erva-mate
estudadas no presente trabalho para as médias de seus grupos amostrais, e as
folhas de hortela-pimenta e salvia, estudadas por KAZIMIERCZAK et al., 2014.
Complementarmente, o estudo de ameixa amarela (Prunus domestica L.) indicou
maiores teores de compostos fendlicos em amostra de cultivo convencional (122
mg tann.ac 100 g' DW) do que as amostras de cultivo organico (88 mg tann.ac
100 g' DW). Assim como as plantas medicinais: tomilho, horteld e a chamada
“dropsy plant”, também apresentaram maiores teores de compostos fendlicos em
cultivo convencional (206,56; 506,53 e 724,84 mg de &cidos fendlicos 100 g,
respectivamente) quando comparadas as organicas (124,78; 216,64 e 34,01 mg de
acidos fendlicos 100 g, respectivamente) (LOMBARDI-BOCCIA et al., 2004).

Algumas abordagens relatadas na literatura corroboram com os resultados
obtidos no presente trabalho, isso porque fundamentam discussdes capazes de
explicar comportamentos pontuais, como a caracteristica de algumas amostras de
erva-mate convencional apresentarem teor de compostos fendlicos maior do que as
organicas e vice-versa, assim como ajuda a explicar a variabilidade observada nas
médias dos grupos amostrais. Uma delas estd fundamentada na importancia do N
nos solos e a sua capacidade de limitar o crescimento e interferir no
desenvolvimento vegetal, essa abordagem é chamada de teoria do balanco de C:N,
que tenta explicar a prevaléncia dos compostos carbonados (incluindo o0s
compostos fendlicos) com base na disponibilidade de N presente no solo, de modo

que, quanto menor a disponibilidade de N, maior serd a sintese de compostos
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carbonados (compostos fendlicos), proporcionalmente ao tamanho do vegetal
(HATTAS et al., 2017 e KAZIMIERCZAK et al., 2014). O que pode ser uma
explicacdo cabivel para a maioria das amostras oriundas de cultivo organico, que
n&o tem seus solos fertilizados sinteticamente com o N, o que resultaria em amiores

teores de compostos fendlicos.

Contudo, essa explicacdo nao parece abranger o comportamento observado
para o perfil fendlico das amostras convencionais estudadas nesse trabalho, uma vez
que seus teores foram expressivos, superando algumas amostras organicas, bem
como apresentaram médias superiores as mostras organicas, ainda que sem
diferenca estatistica, na maioria dos casos apresentados. Nesse caso, a
biodisponibilidade de N no solo convencional possivelmente esta relacionada ao
crescimento e producédo de metabdlitos nitrogenados como as proteinas, alcaloides e
aminoacidos, o que fornece os produtos para a sintese de fendlicos, através do
aminodcido fenilalanina, podendo intensificar essa via. Além disso, algumas
evidéncias demonstram que considerar apenas a teoria de balango de C:N nédo é
suficiente para sustentar os resultados em alguns casos, pois fatores combinantes,
como por exemplo, condicdes de estresse bibtico ou abibtico, podem ser capazes de
ativar as vias de sintese de fendlicos para defesa dos tecidos vegetais (HATTAS et
al., 2017, FALLER e FIALHO, 2010, RAHMAN et al., 2021).

Nesse sentido, FALLER e FIALHO (2010) discutem que quando as plantas
estdo expostas a situagdes estressoras ha tendéncia de o metabolismo secundario
ser estimulado, incentivando a sintese de fendlicos. Um mecanismo para que esse
cenario seja real € a através da enzima fenilalanina amoénia liase (PAL, do inglés,
“Phenylalanine ammonia lyase”) que se relaciona com o aminoacido fenilalanina para
a sintese de acidos hidroxicindmicos, prevaléncia na erva-mate segundo BIZZOTTO
et al., (2012). Tais situacbes estressoras podem ser causadas por fatores bibticos
como o ataque de patdgenos e insetos, causando infecgdes, proliferacées fungicas
ou herbivoria, como discutido nos trabalhos de HATTAS et al., 2011 e HANLEY et
al., 2007, em que sao estudados mecanismo de protecdo contra estresse biotico
(herbivoria) e os resultados demonstram correlagdo com o teor de fendlicos, de modo
que a sintese de compostos fendlicos é intensificada como forma de aumentar as
defesas contra herbivoria. Esse comportamento ndo é previsto na hipbtese de
balanco de C:N, entretanto, também é condizente com uma caracteristica do sistema

de cultivo organico, em que a auséncia de agrotéxicos torna as arvores mais
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susceptiveis a ataques bidticos e, correspondentemente, estimula a sintese de
fendlicos, incrementando suas defesas. Cabe ressaltar que os estresses ambientais
transcendem a caracteristica de sistema de cultivo e podem ser observados em
ervais organicos e convencionais, o que pode explicar a variabilidade entre os grupos

organico e convencional.

FRIZON et al., 2015 também trabalharam com amostra de erva-mate de
diferentes regides e caracteristicas e seus resultados demonstraram que a regido de
melhor rendimento de massa foliar da |. paraguariensis também foi a de menores
teores de compostos fendlicos (37,0 mg GAE/g), que a erva-mate cultivada a pleno
sol resultou em teores de fendlicos intermediarios (84,82 mg GAE/g), mas essas
amostras foram as Unicas para as quais foram relatados tratamento pds colheita
(exposicdo a temperaturas de 100 a 110°C durante 4-6 horas), que sdo condi¢oes
passiveis de alterar a concentracédo dos fendlicos (BASTOS et al., 2006). FRIZON et
al., (2015) ainda relata que o cultivo consorciado apresentou melhor rendimento
desses compostos (133,31 mg GAE/g), o que foi relacionado com o trabalho de
COELHO e MARIATH (1996), aonde a erva-mate cultivada sobre sombreamento
rendeu maiores teores de fendlicos pois a auséncia do estresse exercido pela
radiacdo UV permitiu a intensificagdo das defesas contra insetos, através do
incremento nas concentragdes de fendlicos. Em contraponto, HECK et al. (2008),
descreve que as condicbes de cultivo a pleno sol (com maior incidéncia de radiacao
UV) elevou teor de compostos fendlicos em comparacao ao cultivo consorciado. Nao
ha relatos quanto a exposicdo a radiacdo UV para as amostras estudadas no
presente trabalho, mas ha possibilidade das amostras mais concentradas, tanto
organicas quanto convencionais, serem resultado da exposi¢cao a esta condi¢ao, que
ndo é especifica do manejo organico ou convencional, e explicaria as altas
concentracdes entre as amostras de diferentes sistemas de cultivo, assim como a
homogeneidade no teor de compostos fendlicos para certas amostras, principalmente

na fracao livre.

Ainda sobre as diferencas no manejo, que extrapolam o sistema de cultivo
organico e convencional, BASTOS et al., (2006) contribui com a literatura
demonstrando uma discussdo interessante quanto a diferenciagdo dos acidos
clorogénicos em amostras de ervais plantados e ervais nativos e seus resultados
demonstraram que os ervais plantados para cultivo apresentaram maiores teores de
compostos fendlicos totais (376.5 + 24.2; 357.1 + 73.7 e 447.1 + 31.0 yg de acido
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clorogénico mL' de infusdo aquosa de erva-mate), em comparagdo com os ervais
nativos (320.3 + 51.5; 245.4 + 8.7 e 258.6 + 31.2 ug de acido clorogénico mL" de
infusdo aquosa de erva- mate), nas regides de Paulo Frontin (PR), Cascavel (PR) e
Santa Maria (RS). O que pode ser mais uma caracteristica que se dissemina entre as
amostras orgéanicas e convencionais, de modo a dificultar o delineamento do perfil
fendlico com base na informacao de que o produto é oriundo do sistema de cultivo

organico e convencional.

Outro seguimento logico que pode estar associado com a disparidade
encontrada entre as amostras é a relacdo da protecao exercida pelos fendélicos em
o6rgaos nao estudados nessas amostras, voltando-se a atencao para as raizes da
erva-mate. Em BERGOTTINI et al., (2016) é feita analise e descricdo de diversas
comunidades de fungos e bactérias em raizes de erva-mate e os autores descrevem
que € possivel que a microbiota do solo haja de forma benéfica para planta.
Entretanto, pode haver casos em que 0s micro- organismos atuem de forma
patogénica sobre o vegetal, o que ocorreu em uma das regides estudadas na qual se
identificou bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, nas raizes de uma monocultura
de erva-mate com baixo rendimento, essas bactérias sdo conhecidos por
desencadear doencas em plantas, e podem estar associados com intenso estresse
bidtico sofrido pelo erval, reduzindo a sua produtividade. As estratégias de cultivo
organico nao despendem do uso de bactericidas para eliminar esses organismos do
solo e evitar o estresse e ja é sabido das caracteristicas dos fendlicos quanto a
protecdo de patdgenos, logo, nesse cenario pode haver mobilizacdo do metabolismo
de sintese fendlica intensificado nas raizes, e ndo nas folhas ou talos, como os

orgaos analisados no presente trabalho.

5.6 FRACOES DE COMPOSTOS FENOLICOS EM AMOSTRAS DE
ERVA-MATE.

Comovisto até entdo, o fracionamento auxilia na diferenciacao do
comportamento de fendlicos em erva-mate organica e convencional e a fracao
conjugada € esclarecedora quanto a nitidez desses comportamentos, isso por que a

fracao livre de folhas e talos de erva-mate se mostrou homogénea quanto a
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distribuicdo das concentragdes entre os grupos organico e convencional, enquanto
que, ao se observar a fragdo conjugada, é perceptivel que as maiores concentragdes
estdo, principalmente, entre as amostras convencionais, € as menores concentragoes,
principalmente, entre as amostras organicas. Além disso, as figuras 23 e 24 foram
elaboradas a partir dos dados da tabela 04 para evidenciar, de forma mais objetiva, a
comparacao entre as fracdes livre e conjugada nas diferentes amostras de erva-mate
e esses resultados demonstram que o principal comportamento para folhas e talos é a
prevaléncia dos fendlicos na fragdo conjugada, com excecao dos talos das amostras
de organicas O2 e O4, que tiveram comportamento inverso, no qual a fracédo livre
apresentou concentracdo maior (142,32 + 26,46 e 310,32 £ 21,03 mg GAE g-1 DW,
respectivamente) do que a conjugada (94,73 £ 0,77 e 210,15 + 3,35 mg GAE g-1 DW).

Figura 23. Compostos fendlicos livres e conjugados em folhas de erva-mate
organica e convencional.
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Legenda: a analise estatistica foi aplicada para comparagao direta entre a fracao livre e
conjugada de cada amostra, individualmente. Letras igual indicam igualdade estatistica
segundoo teste t (p-valor > 0,05) e letras diferentes indicam diferenga estatistica (p-valor <
0,05).
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Figura 24. Compostos fendlicos livres e conjugados em talos de erva-mate
organica e convencional.
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Legenda: a analise estatistica foi aplicada para comparagéao direta entre a fracéo livre e
conjugada de cada amostra, individualmente. Letras igual indicam igualdade estatistica
segundoo teste t (p-valor > 0,05) e letras diferentes indicam diferenca estatistica (p-valor <
0,05).

O comportamento observado por LI et al., (2020) ao comparar a hidrélise acidae
a extracdo com solvente organico para amostras de polpa de maca foi: a extragcdo com
metanol separada da extracao utilizando a hidrélise acida resultaram no mesmo teor
de compostos fenodlicos totais (cerca de 5,55 mg GAE g' DW) entretanto, ao
combinar as duas formas de extragdo em um procedimento sequencial, como o
utilizado no presente trabalho, em que a hidrélise &cida € aplicada na fase aquosa
apds a extracdo com o solvente organico, com o intuito de liberar os fendlicos
conjugados, a igualdade das fragbes ndao é comum e o teor de fendlicos se eleva com
a soma de ambas, devido aos compostos fendlicos fracionados pela hidrélise acida.
Para as amostras de polpa de macad a fracdo conjugada obtida do processo de
fracionamento é inferior a fracdo livre, assim como o comportamento observado nos
talos das amostras organicas O2 e O4, o que pode ser decorrente da presenca
significativa de flavonoides, como a rutina, na fracdo conjugada, que ja foram
comprovadamente degradados em condi¢cdes acidas para amostras de erva-mate

(BIZZOTTO et al, 2012). Esse comportamento parece estar associado com



uma caracteristica da hidrolise acida que, apesar de estabelecer a liberacdo dos
fendlicos em alguns casos também pode ser a causadora de sua degradacéo,
fato que foi observado nos resultados de LI et al., (2020), onde evidenciou-se perda de
rutina e glicosideos de flavonoides, especificamente da quercetina, ao mesmo passo
que otimizou a extracdo de acido protocatecuico e o acido 4- hidroxibenzoico. Essa
discussdo evidencia um fato interessante que se relaciona com os padrées dos
compostos fendlicos obtidos em diferentes extratos, associados ao ambiente acido, de
forma a intensificar a extracdo de &cidos fendlicos, em especial os acidos
hidroxibenzoicos.

Essa relacdo se firma com base no trabalho de BIZZOTTO et al., (2012), em
que extratos feitos a partir de variedades da llex paraguariesis foram expostos a
hidrdlise &cida e o teor de rutina (flavonoide), acido cafeico (acido hidroxicindmico) e
acido 3,4-dihidroxibenzoico (acido hidroxibenzoico) foram determinados antes e pés o
procedimento hidrolitico. Os autores descobriram a presenca de dois dos compostos
antes da hidrélise sendo eles a rutina e o é&cido cafeico, com concentracbes de
343,55 a 516,74 mg 100 g' DW e 3,77 a 7,58 mg 100 g' DW, respectivamente, e
apos a hidrdlise, os teores de rutina foram reduzidos a zero e a concentracao do 4cido
cafeico se elevou consideravelmente, passando a estar entre 443,14 737,49 mg 100
g' DW enquanto as concentragdes de acido 3,4-dihidroxibenzoico apareceram entre
22,61 e 3559 mg 100 g' DW. Os proprios autores discutem a presenca dos
compostos fendlicos associados a agucares e que as suas interagbes podem
‘esconder’ parte dos fendlicos em extratos nao hidrolisados, tornam claro que a
hidrélise acida alterou o perfil de fenédlicos do extrato, reduzindo a presenca de rutina
e aumentando a concentracdo dos acidos fendlicos, o que corrobora com as
discussdes quanto a liberacdo dos fendlicos conjugados perante o meio Aacido.
Dessa forma, um balangco diferenciado desses compostos pode explicar o
comportamento divergente observado nas amostras organicas 02 e 04,
considerando que haja mais flavonoides passiveis de serem degradados pelo
procedimento hidrolitico, assim como pode ser fundamento para explicar o motivo
pelo qual todas as folhas e a maioria dos talos de erva-mate possuem a fragao
conjugada mais concentrada do que a livre, uma vez que essas amostras podem ser
representadas, principalmente, por acidos fendlicos, como os acidos hidroxicinamicos
e hidroxibenzoicos, que tem sua extracao favorecida no ambiente acido.

67



A partir dos resultados gerado no presente trabalho, nota-se que ha
prevaléncia da fragdo conjugada em comparagao com a fragao livre e esse fato
ainda pode ser relacionado com as evidéncias de DE MELO et al., (2020), que
relatam expressiva presencga de diferentes tipos de carboidratos em amostras de
erva-mate e se combinam com as informacées de JAKOBEK (2015), que relata a
interacdo dos compostos fendlicos com essas biomoléculas, de forma que estes
estabelecem interagbes com carboidratos, como a pectina e celulose, formadores
da parede celular, assim como fibras alimentares e agucares sollveis. Que o0s
mantém retidos na matriz vegetal de forma insoluvel (parede celular) ou soluvel
conjugada (glicosideos), e em ambos os casos os fendlicos se tornam
indisponiveis para determinacdo e nesse sentido, a hidrolise é&cida age
eficientemente, pois associa¢des, como as interagdes de hidrogénio e ligagdes
covalentes (esteres e ligacdo glicosidica), que geram essas conjugacdes
mencionadas, podem ser rompidas com a sua acao, liberando os fendlicos no
extrato e favorecendo uma determinagdo mais condizente com a sua presenca na
matriz (WANG et al., 2020).

Outro fator relevante a ser considerado é a prevaléncia de cada grupo
fendlico nas amostras, assim como discutido por BASTOS et al., (2007), que
menciona a presenca dos acidos clorogénicos em erva-mate, e descreve que o
primeiro relato de algum acido fendlico em suas folhas se deu na década de 1930,
com a identificacdo do &cido cafeico, a partir da hidrélise de um composto
conhecido como “coffetannin”. O &cido cafeico pode assumir a posicdo de
monémero para a formacado dos acidos clorogénicos, mais especificamente o
acido cafeoilguinico e esse conjunto de acidos pertence ao grupo de &cidos
hidroxicinamicos, e sao formas conjugadas destes com acido quinico (acido
hidroxibenzoico) que, em erva-mate se apresentam nas formas: &cido p-
coumaroilquinico; acido cafeoilquinico e acido feruloilquinico, podendo ainda ser
identificados como acido clorogénico, neoclorogénico e cripto-clorogénico. O que
explicaria o aparecimento dos acidos hidroxibenzoicos apenas apos a hidrélise
acida aplicada nos extratos de BIZZOTTO (2012) e também justifica 0 aumento
na concentragdo de acidos hidroxicindmicos pois, sem a hidrdlise é possivel que
estes compostos se mantivessem na forma conjugada. Extrapolando essa
discussao para o fracionamento aplicado e os resultados obtidos e considerando
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que os acidos clorogénicos sao os fendlicos mais encontrados em erva-mate,
assim como glicosideos diversificados (VIEIRA et al.,, 2008; JUNIOR e
MORAND, 2016 e KALTBACH et al., 2020) é possivel indicar a hidrolise acida
como atuante na soltura dessas formas conjugadas, fazendo sentido que a
concentracdao de compostos fendlicos seja elevada na fragcdo conjugada.

Em termos tecnol6gicos a descoberta do procedimento de fracionamento
como uma estratégia capaz de aumentar a extracdo de compostos fendlicos,
como visto no presente trabalho, pode ser de grande valia, uma vez que o0s
compostos fenodlicos estdo relacionados com o tratamento e prevencdo de
diversas doencas e sintomas, como o cancer, doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas e obesidade, além de apresentarem alto poder antioxidante,
que pode ser aproveitado pelas industrias de alimentos e cosméticos. Os
compostos fendlicos também possuem biocidas, prebiética podendo ser aplicados
em formulagbes de alimentos, como estabilizantes, e até mesmo na sintese de
nano materiais (ARANVID et al., 2021; BRITO et al., 2022). De modo geral, sdo
compostos bioativos de grande valor tecnolégico, sendo requisitados em diversos
setores industriais como por exemplo, a industria de farmacos e cosméticos, téxtil,
de embalagens e alimentos (ALBUQUERQUE et al., 2020)
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho traz abordagens inovadoras em termos da avaliagdo de
compostos fendlicos em amostras de erva-mate provenientes de diferentes sistemas de
cultivo (organico e convencional) sob a perspectiva de uma metodologia emergente
para a obtencdo de tais compostos fendlicos, o fracionamento, e ainda aborda esse
fracionamento de compostos fendlicos em diferentes partes da planta que compéem o
produto comercializado (folhas e talos). Conclui-se com esse estudo que as folhas de
erva-mate sao mais concentradas de compostos fendlicos do que os talos. Que o
fracionamento é uma estratégia promissora para a extracdo de compostos fendlicos,
permitindo a liberacdo de compostos polimerizados ou associados a outras
macromoléculas e, a partir desse efeito, permite a separacdo dos compostos fendlicos
livre dos conjugados, permitindo determinacdes mais condizentes com a concentracao
desses componentes nas amostras estudadas e revelando que a fracao conjugada é a
que possui maiores teores de compostos fendlicos para a maioria das amostras
estudadas.

Além disso, o fracionamento auxiliou a visualizacdo do comportamento dos
compostos fendlicos em amostras organicas e convencionais de erva-mate, as quais se
mostraram mais homogéneas na fracéo livre, mas, certo padrao foi notado na fracdo
conjugada, em que as amostras convencionais tenderam a ser mais concentradas
enquanto as organicas expressaram concentracoes mais baixas de compostos
fendlicos. A auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
amostrais “organico” e “convencional” demonstra que o sistema de cultivo € um fator
com pouca influéncia nessa diferenciacdo, sendo possivel que o manejo de ervais

sobre condicoes estressoras (bidticas e abibdticas) o sobreponham.
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