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Introducéo

llex Paraguariensis A.St. Hil pertencente a
familia Aquifoliaceae, conhecida popularmente como
erva mate, é uma espécie largamente consumida no
Brasil, Argentina, Paraguai e outros paises da América
do Sul, tendo grande importancia econémica e cultural
no Mercosul [1].

No Brasil é oriunda de quatro estados produtores:
Mato Grosso do Sul, Parang, Santa Catarina e Rio Grande
do Sul. Suas folhas tém sido utilizadas para o preparo do
chimarrdo (infusdo quente) e do tereré (infusdo fria). Mais
recentemente, estad sendo utilizada para bebidas enlatadas,
chas sollveis e medicamentos [2].

O extrato aquoso da llex Paraguariensis ¢ uma
bebida rica em compostos, como antioxidantes,
aminoacidos, saponinas e metilxantinas. Suas principais
propriedades sdo: estimulante, diurético, estomaquico e
sudorifero [1,7,8].

A Erva mate contém cerca de 0,2 - 2% de cafeina,
0,3% de teobromina, tracos de teofilina, cerca de 10 —
16% de acido clorogénico (&cido cafeoiltanico), pequena
quantidade de d6leo volatil, saponinas triterpénicas,
aminoéacidos e vitaminas [1,3].

A quantidade e composi¢do de metilxantinas nas
folhas pode ser influenciada por diferentes fatores, tal
como variabilidade genética, condicbes ambientais,
idade, periodo de colheita, tratamento e preparacdo da
droga [4]. Esta composicdo quimica tem seus indices
estabelecidos pela Portaria 234, de 25 de marco de 1998,
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria do
Ministério da Salde, a qual prevé um teor de cafeina
minimo (0,5g/ 100g) de erva mate [5].

A cafeina é um pseudoalcal6ide estimulante do
sistema nervoso central (SNC) pertencente ao grupo das
metilxantinas, o qual esta contido em vérias bebidas nao
alcodlicas consumidas em todo o mundo [1].

Este estudo teve como objetivo avaliar os teores de
cafeina e teobromina em folhas jovens e velhas de llex
Paraguariensis utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Material e métodos

Utilizou-se como material vegetal, folhas jovens e
velhas de llex Paraguariensis provenientes de uma

planta de aproximadamente 40 anos de idade, conforme
informacdo do proprietario, de um exemplar localizado
na latitude de 28° 21’ S, longitude de 51° 08’ W e 945,3
metros de altitude, no municipio de Esmeralda/RS,
colhidas no més de junho de 2006, excicata depositada
no HERBARIO PEL 24.505. Procedeu-se a secagem ao
ar e a sombra. As folhas secas foram pulverizadas em
moinho tipo Willye, modelo MA 048, com granulometria
de 20 mesh. O material seco foi quantificado em um
grama e submetido a 10ml de agua e 10ml de acido
sulfarico 1N, em sistema fechado por dez minutos a uma
temperatura de 80°C. O extrato aquoso acido foi filtrado
a vacuo e alcalinizado com hidroxido de aménio 6N até
atingir pH 11, o qual foi submetido a extracfes por duas
vezes com proporcdes de 10ml de cloroformio. As
fracGes cloroférmicas reunidas foram filtradas a vacuo e
evaporadas. Os cristais obtidos foram ressolubilizados na
fase mavel transferidos para um baldo volumétrico de
50ml e diluidos ao volume.

A cafeina e teobromina foram quantificadas por
cromatografia liquida de alta eficiéncia usando um
sistema HPLC-SHIMADZU CLASS-VP. Utilizou-se
sistema  cromatografico composto de  coluna
octadecilsilano de 25 cm e 4,6 mm, mantida a 40°C, fase
moével mistura &gua ultrapura MilliQ e metanol Merck
grau HPLC (75:25 V/V), razdo de fluxo 1ml/min. As
substancias eluidas foram detectadas no espectro do
ultravioleta a 272nm. Os sinais obtidos foram integrados,
obtendo-se a &rea de cada um, os resultados encontrados
foram comparados com aqueles obtidos com solugdo
padrdo contendo cafeina e teobromina.

A solugdo padrdo foi preparada diluindo 30mg de
de cafeina (Merck®) e 15mg de tecbromina (Merck®)
em 100 ml de fase mével, 10 ml desta solucéo foi diluida
para 100ml utilizando o eluente, obtendo-se assim uma
concentracdo final de 30pg/ml e 15ug/ml de cafeina e
teobromina respectivamente. Antes de proceder a
cromatografia a fase movel, solucdo e a amostras foram
filtradas 4 vacuo utilizando membrana de 0,45um e
desaerados por dez minutos em banho de ultra-som.

As amostras foram preparadas em triplicata e cada uma
foi cromatografada em quadruplicata.

De posse dos resultados de &rea obtidos foi
calculado a quantidade de metilxantina presente na
amostra.
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Resultados e Discussao

A analise cromatografica da solugdo padrdo de
teobromina e cafeina evidenciou um cromatograma
tipico que é demonstrados na figura 1A . O tempo de
retencdo para teobromina foi de 3,112 e para cafeina
6,599. Obteve-se picos simétricos com boa resolucéo da
linha de base e 0 que facilita a determinagdo acurada da
area dos picos obtidos. O coeficiente de variacdo obtido
para a solucdo padrdo foi de 0,37% para teobromina e de
0,17% para cafeina.

A analise quantitativa de metilxantinas nas
amostras foi determinada comparando a area dos picos
obtidos com a solugdo padréo.

Os niveis de cafeina e teobromina encontrados nas
folhas velhas foi de 0,75% e 0,05% respectivamente. Nas
folhas jovens obteve-se valores de 0,90% para cafeina e
de 0,08% de teobromina. As amostras apresentaram
tempo de retencdo médio de 3,126 para teobromina e de
6,583 para cafeina, conforme apresentado na figura 1B.
O coeficiente de variacdo (CV) para cafeina foi de 3,79%
para folhas velhas e de 2,91% para jovens, na analise de
teobromina o CV foi de 3,61% para velhas e de 1,16%
para jovens. Estes dados sdo compativeis com 0s
relatados na literatura e exigidos pela legislacdo
brasileira [4,5,6]. A metodologia empregada possibilitou

detectar simultaneamente cafeina e teobromina em
amostras de llex paraguariensis, podendo ser utilizada
para estudos de controle de qualidade e de adulterag6es.
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Figura 1. A — Cromatograma obtido com a Solugdo Padrdo de Teobromina e Cafeina, evidenciando os tempos de retencéo de 3,112
para Teobromina e 6,599 para cafeina. B — Cromatograma obtido com a Solu¢do Amostra, evidenciando os tempos de retencdo de
3,122 para Teobromina e 6,577 para cafeina.

Revista Brasileira de Biociéncias, Porto Alegre, v. 5, supl. 2, p. 954-956, jul. 2007



