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Evaluacion del contenido de cafeina en la oxidacion
en hojas de llex paraguariensis St. Hil

Evaluation Of The Caffeine Content In The Oxidation Of /lex Paraguariensis St. Hil
Leaves

Avaliacao do conteudo de cafeina na oxidacao de folhas de /lex paraguariensis st. Hil

Ana C. Piovezan Borges, Nessana Dartora, Franciele T. Ril, Itamar L. Goncalves, Alice T. Valduga

Resumen

La cafeina es una sustancia derivada de bases puricas que confiere muchos beneficios a la salud y ha sido
ampliamente estudiada en las areas relacionadas a la salud y al rendimiento humano. En este sentido, este estudio
estuvo dirigido a estimular la oxidacion de las hojas de /lex paraguariensis, para obtener un producto similar al té
negro, producido a partir de Camellia sinensisy controlar el contenido de cafeina por HPLC. En el experimento
se cruzaron tres variables relacionadas a la camara: temperatura, humedad y luz, y dos asociadas con las hojas:
edad y humedad. Los resultados indican que el contenido de cafeina se reduce con el aumento de la edad de la
hoja, dejando claro que hojas de 6,5 meses exhiben valores intermedios de cafeina, en relacion a las de 12 meses.

Palabras clave: Yerba mate; Metilxantinas; Metabolitos secundarios; /lex paraguariensis.

Abstract

Caffeine is a substance derivate of purine basis that has many benefits, has been widely studied in areas related
to health and human performance. In this sense, this work aims to simulate the oxidation of leaves of yerba mate,
a process used to obtain the black tea from the Camellia sinensis leaves and monitor these to their caffeine
content for HPLC. A factorial design of experiments was performed for five variables: temperature, humidity and
light camera, moisture and age leaf. The results indicate that caffeine tend to decrease their content (%) with
increasing leaf age. Making clear that 6,5 months is the intermediate age of the leaf whose values of caffeine are
also intermediate.

Keywords: Yerba-mate; Methylxanthine; Secondary metabolites; /lex paraguariensis.

Resumo

A cafeina € uma substancia derivada de bases purinicas que confere muitos beneficios a salde e tem sido
amplamente estudada em areas relacionadas a saude e ao desempenho humano. Neste sentido, esse estudo visou
estimular a oxidacao das folhas de llex paraguariensis, para obtencao de um produto semelhante ao cha-preto,
produzido a partir de Camellia sinensis e, monitorar o teor de cafeina por HPLC. No delineamento experimental
cruzaram-se trés variaveis relacionadas a camara: temperatura, umidade e luz, e duas associadas as folhas:
umidade e idade. Os resultados indicam que o teor de cafeina decresce com o aumento da idade da folha, tornando
nitido que folhas de 6,5 meses apresentam valores intermediarios de cafeina, em relacdo as de 12 meses.

Palavras-chave: Erva-mate; Metilxantinas; Metabolitos secundarios; /lex paraguariensis.

Introducéo

A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil) é uma espécie
natural da América do Sul, tendo um importante papel
econdmico, social e ecoldgico para as regides produtivas
como o Sul do Brasil, o Norte e o Leste da Argentina e do
Paraguai. No Brasil a maior produgéo se concentra nos
estados do Rio Grande do Sul, Parana, Santa Catarina e em
pequeno percentual no Mato Grosso do Sul, abastecendo
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industrias de processamento de erva-mate tipo chimarrao
para consumo nacional e exportagdo (1).

A pesquisa para o uso da matéria-prima erva-mate no
desenvolvimento de outros produtos, além do chimarréo,
ainda ¢ incipiente. Estudos efetuados por numerosos auto-
res indicam possibilidades de uso da erva-mate em novos
produtos, entre eles, na forma de cha preto, produto que
poderia atingir mercados externos (2,3,4).

Um dos principais constituintes das folhas de erva-mate
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utilizadas para chas sdo as metilxantinas, cafeina (0,7 a
2,3%), teobromina (0,3%) e tragos de teofilina (5). Além
do cha, esses compostos também sido encontrados em be-
bidas como café e refrigerantes, assim como em produtos
contendo cacau e em uma variedade de medicamentos e
suplementos alimentares (6). Dentre os trés compostos
citados, a cafeina ¢ o mais abundante deles. A quantidade
de cafeina nas bebidas varia em funcdo da espécie, das
condi¢des ambientais, do cultivo e do método utilizado
para a fabrica¢@o de cada bebida (7,8).

Entre as bebidas acima citadas, o cha, em especial o
de erva-mate possui um teor consideravelmente maior
de cafeina do que as outras, sendo a concentragdo dessa
metilxantina na erva-mate comparavel com a das bebidas
energéticas (8,9). Consideravel teor de teobromina também
¢é encontrado na erva-mate, enquanto que a presenga de
teofilina na maioria dos estudos nio ¢ detectada (5,10).

A acdo da cafeina tem sido investigada como opg¢do
terapéutica em uma variedade de problemas relacionados
a satde e ao desempenho humano (11). Muitos estudos
confirmam a capacidade da cafeina em melhorar o humor
e o estado de alerta (12) o desempenho do exercicio, (13),
o desempenho intelectual, a atengdo e o tempo de reacdo
(14). Também contribui potencialmente para reduzir fato-
res de risco envolvidos na sindrome metabolica, incluindo
diabetes mellitus tipo 2 ¢ obesidade (15). Além disso,
pesquisas sugerem que a cafeina pode auxiliar na redugdo
dos sintomas associados a doenga de Parkinson, tais como
a deteriorag@o das habilidades motoras e tremores (16).

Uma vez ingerida, a cafeina é rapidamente absorvida
¢ sofre metabolismo hepatico (17), formando 3 metabd-
litos principais: 3,7-dimetilxantina, 1,7-dimetilxantina e
1,3-dimetilxantina (18). Doses orais de cafeina (100 a 200
mg) estimulam o cdrtex cerebral, produzindo um fluxo de
pensamentos mais claro e rapido, em pacientes com fadiga
produz alerta e melhora a coordenagdo motora. Existe uma
consideravel diferenca entre a dose terapéutica e a dose
letal de cafeina, esta ultima esta compreendida entre 5 ¢
10g (19).

Devido a importancia socioeconémica da erva-mate
no Brasil buscou-se simular o processamento de cha preto
utilizando a erva-mate (acrescentando hifen), visto que
esta espécie apresenta metabolitos secundarios benéficos
a satide semelhantes aos encontrados na Camellia sinensis.
O processamento da Camellia sinensis para obtencdo do
cha preto envolve as etapas colheita de folhas imaturas,
pré-desidratagdo, rolagem e oxidagdo. A etapa de rolagem
destina-se a promover o rompimento das células para expor
as enzimas polifenoloxidases e peroxidases responsaveis
pela oxidacdo. O tempo ¢ a temperatura sfo fatores impor-
tantes para a qualidade do cha-preto (20).

Este estudo objetivou acompanhar o teor de cafeina em
diferentes condi¢des de processo oxidativo de folhas de
erva-mate.

Material e métodos
Matéria-prima

A erva-mate utilizada neste estudo foi proveniente de
um cultivo homogéneo de produgéo a pleno sol, localizado
no interior do municipio de Bardo de Cotegipe - RS, Brasil,
a27°37°15” de latitude Sul 52°22°47” e longitude Oeste,
altitude de 765 m.

Coleta e preparo das amostras

Folhas de pequenos ramos (1,5 cm de didmetro) com
idades de 1, 6,5 e 12 meses foram coletadas no periodo da
manha, sendo estas acondicionadas em redes de tecido e
levadas ao laboratorio para posterior processamento. As
folhas foram colocadas em estufa com circulago de ar a 30
°C para a perda de umidade de acordo com o planejamento
(Tabela 1) e submetidas ao processo de rolamento, com
a finalidade de expor as peroxidases e polifenoloxidases.
Posteriormente foram acondicionadas em bandejas e postas
em uma camara durante 24 horas com diferentes tempera-
turas e umidades relativas, com a finalidade de estimular o
processo oxidativo, medindo os teores de cafeina ao longo
do mesmo.

Delineamento Experimental

Um planejamento fatorial do tipo Plackett-Burman
(21) de 12 ensaios com 3 repeti¢des no ponto central foi
efetuado, tendo como variaveis independentes: folha (idade
¢ umidade); cdmara de oxidagdo (temperatura, umidade
e iluminagdo). As varidveis maximas foram denominadas
(+1), as variaveis minimas denominadas (-1) e as variaveis
intermedidrias (0), como descrito na Tabela 1. A variavel
dependente foi a quantidade de cafeina. Os dados foram
analisados pelo programa Statistica 6.0 (Stat. Soft. Ine,
1997) e para verificagdo dos efeitos utilizou-se o grafico
de Pareto.

Tabela 1: Delineamento experimental dos tratamentos para veri-
ficacdo do teor de cafeina em folhas de erva-mate submetidas a
diferentes processos

Experimento Folha Camara

Umidade | Idade [Temperatura Luz Umidade
1 -1(35) +1(12) +1(40) -1 (escuro) -1(80)
2 +1 (65) 1(1) +1(40) -1 (escuro) +1(100)
3 -1(35) +1(12) -1(26) +1 (claro) +1(100)
4 +1(65) +1(12) +1 (40) -1 (escuro) -1(80)
5 +1(65) -1(1) +1 (40) +1 (claro) +1(100)
6 -1(35) +1(12) +1(40) -1 (escuro) +1(100)
7 +1(65) +1(12) -1(26) -1 (escuro) +1(100)
8 +1(65) +1(12) -1(26) +1 (claro) -1(80)
9 +1(65) -1(1) -1(26) +1 (claro) -1(80)
10 -1(35) -1(1) +1 (40) +1 (claro) -1(80)
1" -1(35) -1(1) -1(26) -1 (escuro) +1(100)
12 -1(35) -1(1) -1(26) -1 (escuro) -1(80)
13 0 (50) 0(6,5) 0(33)| 0 (intermediério) 0 (90)
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Anadlise de cafeina

Para a anélise de cafeina foram utilizadas cinco (5,0)
gramas de amostra, limpa e finamente dividida, essa foi
deixada em ebuli¢do com 100 mL de agua ultra pura (Milli-
Q), por 30 minutos. Em seguida, a infusdo foi filtrada a
vécuo, lavando-se o residuo sélido com cerca de 20 mL
de agua quente. O extrato resultante foi recolhido em um
baldo volumétrico de 200 mL, o qual teve seu volume final
aferido com agua.

As analises foram efetuadas em um cromatografo
Agilent 1100 Series com sistema de elui¢do gradiente,
composto por: Coluna analitica SB-C18 ZORBAX (4,6’
x 250mm) 5 micron; Pré-coluna C18 (4,6’ x 12,5mm) 5
micron; Injetor Automatico Agilent 1100 Series; Detector
espectrofotométrico UV-visivel Agilent 1100 Séries, ope-
rando em 280 nm; Sistema de aquisi¢do de dados Chem
Stations Agilent. Como fase movel empregou-se uma
mistura metanol: dgua (40/60), com vazdo de 1 mL-min-',

A curva padrdo de cafeina foi obtida por meio da anali-
se de solu¢des metandlicas deste padrao nas concentragdes
de 1,5, 10,30 e 50 mg-L!. As areas dos picos referentes a
cada concentrag@o foram medidas eletronicamente e plota-
das em diagrama de area versus concentragdo, calculando-
seo coeficiente de regressdo linear e a equagdo da reta.

Resultados e discussoes

Nas condi¢des cromatograficas empregadas, o padrido
de cafeina apresentou tempo de retengdo de 7,4 min en-
quanto nas amostras em estudo o tempo foi de 8,2 min.
A Figura 1.a representa a elui¢do do padrio de cafeina e
a Figura 1.b da cafeina presente no extrato de erva-mate
submetida a oxidacdo (b).
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Figura 1: Perfis cromatograficos de cafeina padrao (a) e cafeina em
erva-mate oxidada (b).

A curva de calibragdo da cafeina mostrou-se linear nas
faixas de concentragdo empregadas, apresentando, coefi-
ciente de regressdo (12) 0,9999. A equagdo da reta obtida
por regressao linear para cafeina foi y = 32,261 - x - 15,235,
onde y representa a area do pico (mV.s) e x representa a
concentragdo de cafeina (mg-L™").
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Analise dos efeitos experimentais

As variaveis que tiveram efeito significativo negativo
consistiram na idade da folha e umidade da camara. A
cafeina tende a diminuir seu teor (%) conforme o aumento
da idade das folhas. Isto pode estar relacionado com a
quantidade de massa seca presente na folha, a qual aumenta
com a idade e consequentemente na folha pré-desidratada,
enquanto que na folha jovem a cafeina encontra-se mais
concentrada.

Nos vegetais, as metilxantinas estdo envolvidas no
metabolismo do nitrogénio e do carbono, participando de
reagdes de transmetilagio-desmetilagdo, sendo precursoras
de outros metabolitos, em algumas circunstancias com
papel alelopatico e autotoxico, bem como favorecendo
a adaptacdo do vegetal a ambientes desfavoraveis. Apre-
sentam um papel diferenciado dependente da espécie
vegetal e do 6rgdo (5). No presente estudo é possivel
que os percentuais variados de cafeina obtidos estejam
relacionados ao estresse emitido a folha pelo processo de
rolagem com a exposicdo das enzimas responsaveis pelo
processo oxidativo.

Estudo prévio indicou ser necessaria a retirada de parte
da umidade da folha, para efetuar o processo de rolagem
e liberar enzimas oxidativas sem modificar a anatomia da
folha (2).

Além da idade da folha, fatores climaticos podem in-
terferir no teor de umidade das folhas. Estudos anteriores
demonstram que além da influéncia da emissao de folhas,
outros fatores podem desempenhar papel relevante nos
teores de metilxantinas, como intensidade de luz e tem-
peratura, idade da planta, condi¢des de estresse, ataque
de predadores, tipo de poda e intervalo entre podas, entre
outros, além de diferencas entre as metodologias de coleta,
extra¢do e quantificagdo utilizadas (22).

As variagdes no teor de cafeina em folhas de erva-mate
submetidas a oxidagdo nos tempos de 0 e 24 horas sdo
mostradas na Figura 2, em diferentes condi¢des experi-
mentais (temperatura: 26 °C; 33 °C e 40 °C, umidade da
camara: 80%; 90% e 100%, idade das folhas: 1,0 més;
6,5 meses e 12,0 meses, umidade das folhas: 35%; 50%
e 65%). Nas condi¢des do experimento 10 houve uma
redugio de 12% no teor de cafeina, enquanto nas condi¢des
do experimento 5 aumentou em 148%.
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Figura 2: Teor de cafeina (%) nos tempos de 0 e 24 horas em folhas
de erva-mate submetidas a oxidacao sobre diferentes condicdes
experimentais. As condicdes de cada experimento estdo descritas na
Tabela 1.

A temperatura e a umidade da cdmara exerceram in-
fluéncia no teor de cafeina, durante o periodo de oxidagao.
A idade das folhas influenciou este processo ¢ quando
folhas de diferentes idades foram submetidas a oxidagdo
em diferentes condigdes de temperatura ¢ umidade em
camara de incubac¢ao, houve variag¢do nos teores de cafeina,
tendendo a um aumento.

Os teores de cafeina variaram na faixa de 0,37 a 4,74%
no tempo zero para folhas de um més de idade e 0,29 a
2,35% no tempo zero para folhas de 12,0 meses. Para o
tempo de 24 horas de oxidacdo a variagdo foi de 0,92 a
4,64% nas folhas de um més de idade ¢ de 0,41 a 2,89%
nas folhas de 12,0 meses. As folhas oxidadas em condigdes
intermediarias de incubacio (33°C, 90% e 6,5 meses)
apresentaram uma média entre as variagdes de folhas de
1 e 12 meses, para ambos os tempos avaliados (zero e 24
horas de oxidagdo).

Houve um aumento na concentra¢do de cafeina em
folhas de erva-mate durante o periodo de oxidagao.

O resultado experimental representado pelo diagrama
de Pareto mostra os valores do efeito de cada variavel
independente sobre a resposta. Observa-se que a umidade
da camara e da folha apresentaram efeito significativo
negativo sobre o teor de cafeina. Quanto maior a umidade
da folha e a umidade da cdmara, menor o teor de cafeina
durante o periodo de incubagdo. (Figura 3).

Umidade da folha -3,95474

Umidade camara -2,60353

Idade da folha -1,72303;

Temperatura -1,07133

P=,05
Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 3: Diagrama de Pareto mostrando o efeito das varidveis em
triplicata sobre a cafeina apds 12h de oxidacé&o.

Durante o processo de fermentacdo da Camellia sinen-
sis para a obtencdo do cha preto, também é descrito um
aumento no teor de cafeina com o periodo de fermentagao/
oxidacdo (23, 24).

A erva-mate submetida ao processo oxidativo sofreu
um estresse severo na etapa do “roolling” (prensagem de
folhas), onde possivelmente a cafeina aumente sua concen-
tragdo com o objetivo de servir de metabdlito para certas
reacdes oxidativas. Houve uma forte correlagdo positiva
entre o teor de cafeina em 0 e 24 do processo oxidativo
(Figura 4).
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Figura 4: Relacéo linear entre o teor de cafeina no inicio e no final do
processo oxidativo.

Estudos de morfogénese de erva-mate efetuados a
campo por Rakocevik et al. (25), relatam dois picos
maximos de crescimento: outubro, novembro e margo, o
que indica haver uma grande quantidade de folhas jovens
nesses periodos. Schubert et al. (22) avaliando o teor de
metilxantinas (cafeina e teobromina) em /. paraguariensis,
durante os 12 meses do ano, demonstraram que este ¢ dimi-
nuido nos meses de maio, junho, julho, agosto e setembro,
o que corresponde a um periodo onde existe 0 minimo
de folhas jovens. Os picos de crescimento sdo mais altos
no periodo de desenvolvimento pleno, o que confirma os
dados obtidos neste estudo.

Alguns testes mostraram um valor discrepante de cafei-
na, o que pode estar relacionado ao fato de que durante a
coleta podem ter sido retiradas muitas folhas de uma tnica
progénese. Estudos desenvolvidos mostraram que em uma
determinada progénese o teor de cafeina foi alto (26).

Conclusao

Folhas jovens de erva-mate (um més de idade) possuem
maior teor de cafeina (considerando-se o peso em massa
seca) em relagdo as folhas com maior grau de maturag@o
(6,5 meses) e maduras (12,0 meses).

O teor de cafeina em folhas de erva-mate aumenta com
o periodo de oxidacdo de 24 horas. Folhas de erva-mate
com 6,5 meses de idade apresentam teores de cafeina in-
termediarios entre as folhas de 1,0 e 12,0 meses de idade.
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No periodo de oxidagdo, a umidade da folha e a umi-

dade da camara apesentaram efeito significativo negativo
sobre o teor de cafeina. O teor de cafeina foi inversamente
proporcional a umidade da folha e da camara, para o tempo
de 24 horas de incubacio.
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