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UV SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF THREE METYLXANTHINES
TRADEMARKS OF llex paraguariensis

Aiming to dose methylxanthines found in three commercial brands of yerba mate (llex
paraguariensis) by ultraviolet spectrophotometry, were selected through informal poll marks
the highest consumption in the city of Trés Forquilhas — RS and these were divided into group
A, B and C and used a sample of dried extract of the plant. We performed the extraction
procedure of methylxanthine and subsequently assayed using the apparatus of UV
Spectrophotometer, using standard caffeine, at a wavelength of 273 nm. By the time the
procedure for preparing the standard curve was not accurate, it will be repeated.

Keywords: llex paraguariensis; methylxanthines; caffeine.



INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hilaire), pertencente a familia Aquifoliaceae, é
uma espécie nativa das regides subtropicais e temperadas da América do Sul e ocorre
naturalmente na Argentina, Brasil e Paraguai. Utilizada no preparo do chimarrdo, sua
exploracdo representa importante atividade econdmica nessas regi()es.1

Cerca de 80% da drea de ocorréncia pertence ao Brasil, distribuindo-se entre os estados
do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A regido Sul
€ a maior produtora, onde 596 municipios desenvolvem a atividade ervateira, envolvendo um
total de aproximadamente 710.000 pessoas, para uma produc¢do anual aproximada de 650.000
toneladas.”

Em 1987, Alikaridis® ao estudar os constituintes das diversas espécies do gé€nero llex,
constatou a presenca de varios metabolitos secundarios como fendis e &dcidos fendlicos,
metilxantinas, aminodcidos, 4cidos graxos, antocianinas, flavondides, alcanos e alcodis,
carboidratos, vitaminas e carotendides. Dentre estes compostos, as metilxantinas (cafeina,
teobromina e teofilina) sdo os mais conhecidos, sendo responsdveis pela propriedade
estimulante da erva-mate.

A cafeina foi estudada pela primeira vez nas folhas de llex paraguariensis em 1843 por
Stenhouse.” J4 a teobromina, em 1927 > Ea presenca de teofilina € controversa. Mazzafera®
observou a ocorréncia desta substincia em pequenas quantidades, enquanto outros
pesquisadores ndo detectaram sua presenca.”

A quantidade dessas substincias na erva ou em suas bebidas pode variar
consideravelmente devido a intimeros fatores, como técnicas utilizadas na agricultura,
processamento, local e época de colheita e meio de prepar0.9
A cafeina apresenta acdo farmacoldgica variada no organismo humano, provocando

estimulagdo do sistema nervoso central, diurese e dependéncia quimica. Além disso, causa



aumento do metabolismo, relaxamento da musculatura lisa nos bronquios, trato biliar, trato
gastrintestinal e de partes do sistema vascular.'”!! Pode afetar negativamente o controle motor
e a qualidade do sono, bem como causar irritabilidade em individuos com quadro de
ansiedade.'?

Sendo a cafeina a metilxantina encontrada em maior concentragdo na Ilex
paraguariensis e com efeito sobre o sistema nervoso central como estimulante, este trabalho
tem como objetivo dosear metilxantinas em trés marcas comerciais de Illex paraguariensis
utilizadas no municipio de Trés Forquilhas, Rio Grande do Sul, e confrontar com os dados
encontrados na literatura sobre concentracdes limites e também a comparagdo do teor de
metilxantinas encontrado nas marcas comerciais com as folhas da planta llex paraguariensis

utilizada como controle.

PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal

Oito pessoas foram questionadas, mediante pesquisa informal, no municipio de Trés
Forquilhas - RS com a finalidade de levantar tr€s marcas comerciais de erva-mate que fossem
de sua preferéncia para o preparo do chimarrdo. Foi utilizado uma amostra da planta Ilex
paraguariensis obtida na Epagri (Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina S/A, Chapecd, Brasil), identificada pela Dra Vanilde Citadini Vanette e a
exsicata armazenada no Herbdrio Florestal Pe. Dr. Raulino Reitz da Universidade do Extremo
Sul Catarinense (UNESC, Criciuma, Brasil) (CRI 7378). O procedimento para obten¢do do
extrato seco da planta foi realizado pelo grupo do Laboratério de Plantas Medicinais da Unesc

— LaPlaM. As amostras foram codificadas como A, B, C e Ilex para o extrato seco da planta.

Extracao de Metilxantinas
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O processo extrativo foi baseado no descrito por Reginatto e colaboradores'®, onde uma
amostra de 2 g de cada matéria-prima foi mantida em ebuli¢do, durante 10 minutos com 150
mL de H,SO4 4N (aquoso). Os extratos foram filtrados e neutralizados com uma solucao de
NH4OH 25% e submetidos a extracdo novamente, com quatro por¢des de 50 mL de uma
mistura de cloroférmio:isopropanol (3:1, v/v). A frac@o organica foi dessecada em sulfato de
sodio anidro, filtrada e as amostras foram levadas ao rota-evaporador para a eliminagdo do
solvente.

Doseamento de metilxantinas

O doseamento de metilxantinas foi realizado por Espectrofotdmetro UV, localizado no
Laboratério de Controle de Qualidade da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC,
Criciima, Brasil) em comprimento de onda de 273 nm. A metodologia para a curva padrdo
utilizando cafeina foi feita com base no procedimento utilizado por Schubert e
colaboradores'!, onde foram preparadas solucdes hidroalcélicas (EtOH:H,O 4:6 v/v) em

concentracdes equivalentes a 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 e 20 ug/mL.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A realizagdo da curva padrao ndo foi possivel, devido a obtencdo de absorbancias
irreais nas leituras das amostras do padrdo de cafeina por espectrofotometria na regido do UV,
0 que nos levou a pensar que o problema encontrado poderia estar relacionado com a
degradacao da cafeina utilizada, logo realizamos o ponto de fusao e sua andlise no espectro de
infravermelho. O ponto de fusdo encontrado foi de 236°C e a andlise por infravermelho,
conforme Figura 1, demonstrou que a amostra (parte superior da figura) corresponde a
literatura (parte inferior da figura), descartando entdo, a possibilidade de degradacdo da

mesma.
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No entanto, as absorbancias obtidas nas leituras das amostras de Ilex paraguariensis
permitem que seja feio uma estimativa, com auxilio de dados encontrados na literatura,
comparando as quantidades de metilxantinas encontradas nas trés amostras comerciais, bem
como no extrato seco da planta.

Em comprimento de onda de 273 nm'* foi realizada a leitura das amostras de
metilxantinas, conforme Tabela 1.

O cdlculo realizado para a estimativa dos valores de metilxantinas encontrados nas
amostras foi baseado na unidade de absorbancia da cafeina de 504 U.A descrita por Clarkes" ,
sendo assim, determinamos os valores em mg de metilxantinas encontrados em 100g de erva-
mate (Tabela 1). Nesse contexto, pode-se afirmar que as amostras A e C apresentaram uma
quantidade superior de metilxantinas comparada as demais, totalizando 52,5 e 54,5 mg
respectivamente, ja o extrato seco da planta apresentou a quantidade de 44 mg e a amostra B
apresentou um resultado inferior a média das outras amostras com o valor de 20 mg.

A principal metilxantina encontrada na erva-mate é a cafeina, e os teores desta
metilxantina encontrados nas folhas da planta estudados por alguns pesquisadores variam
entre 0,2 a 2%.>"'*'7 Nas amostras que foram analisadas observamos um percentual de 0,02 a
0,05% em valor de metilxantinas, ou seja, praticamente 10 vezes inferior ao relatado em
literatura.

Em 2005, Bastos e colaboradoreslg, ao analisarem o teor de cafeina em diferentes
marcas de erva-mate comercializadas em Sao Paulo, verificaram que hd uma grande variagao
deste composto entre as marcas e entre os lotes de uma mesma marca. Alguns estudos
relacionam esta variagdo a diversos fatores como a idade das &arvores e das folhas,
variabilidade genética, condi¢des ambientais, periodo de colheita, sistema de cultivo, tipo de

14,16,19

solo, regido produtora e as formas de armazenamento e beneficiamento , 0 que pode

justificar também as diferencas encontradas nas amostras deste estudo. Esta composi¢dao
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quimica teve seus indices estabelecidos pela Portaria 234, de 25 de marco de 1998, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria do Ministério da Satde, a qual prevé um teor
minimo de cafeina (0,5g/100g) de erva-mate’’, que foi revogada em 2002, estabelecendo
apenas o valor maximo deste composto para produtos considerados descafeinados. *'

Deve-se pensar que o consumo de erva-mate acontece de forma regular e continua em
algumas regides do pais, o que pode ser preocupante uma vez que a cafeina eleva a pressao
arterial de forma persistente, sendo assim, individuos com hipertensao, doenga coronariana e
arritmia cardiaca devem evitd-la.”>*

Um estudo sobre os efeitos da cafeina na saide humana indicou que seu consumo
moderado (maximo de 4,6 mg/kg), praticado por adultos sauddveis em idade reprodutiva, nao
estd associado a efeitos adversos.** Em face do seu largo espectro de acdo fisioldgica, existe,
de fato, um grande interesse da comunidade cientifica no estabelecimento de niveis seguros
de ingestdo de cafeina para a populacdo. Além disso, a cafeina é uma estrutura bioativa
estimulante que hd poucos anos foi retirada da lista de substincias proibidas pela Agéncia
Mundial Anti-Doping (WADA)®, o que pode resultar no seu maior consumo, ja que estudos
comprovam sua influéncia na melhora do desempenho de atletas.’® Nesse contexto, o

conhecimento das técnicas para andlise de cafeina, bem como seus beneficios e limitagdes, €

um fator primordial para monitorar os niveis de cafeina no organismo.

CONCLUSAO

Os dados obtidos mostram que o presente estudo ndo poderd ser validado, pois, os
teores de metilxantinas encontrados correspondem a valores tedricos e inferiores comparados

a literatura. Com a utilizacdo do Espectro Infravermelho, podemos nos certificar de que o
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problema encontrado na realizacdo da curva padrao nao esta relacionado com a degradacao da

amostra de cafeina, restando a possibilidade de erros durante a metodologia.
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TABELA

Amostras Valor de absorbancia Metilxantinas
mg/100g
A 0,533 52,5
B 0,208 20,6
C 0,554 54,5
Ilex 0,445 44

Tabela 1: Valores de absorbancia e teores de metilxantinas encontrados nas amostras
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Figura 1. Andlise do padrdo de cafeina por Espectro Infravermelho
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NORMAS DE PUBLICACAO REVISTA QUIMICA NOVA

GERAL - Serdo considerados para publicacdo na Revista Quimica Nova manuscritos que
cubram as 4reas tradicionais da Quimica bem como artigos sobre Ensino de Quimica,
Histéria da Quimica, Politica Cientifica, etc, além de artigos de dreas afins, desde que
tenham acentuado conteido quimico. Os trabalhos devem se encaixar dentro de uma das
modalidades abaixo:

Artigos Originais (em portugués, inglés ou espanhol): refere-se a trabalhos inéditos
de pesquisa. Devem seguir a forma usual de apresentacdo, contendo Introducao, Resultados
e Discussdo, Parte Experimental etc, de acordo com as peculiaridades de cada trabalho.
Deverdo ter no maximo 25 péaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as
paginas deverdo ser numeradas.

Artigos de Revisao (em portugués, inglés ou espanhol): destinados a apresentagcao
do progresso em uma érea especifica de Quimica, com o objetivo de dar uma visdo critica
do estado da arte do ponto de vista do especialista altamente qualificado e experiente.
Deverao ter no maximo 40 pdaginas, incluindo figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as
paginas deverdo ser numeradas.

E imprescindivel que, na referida drea, o autor tenha publicacdes que comprovem a sua
experiéncia e qualificacdo. Antes do envio do manuscrito, o autor deverd submeter a
editoria, por e-mail, um resumo da revisdo pretendida, acompanhado de uma carta
explicativa da pertinéncia do trabalho. O material serd analisado pelos Editores e, uma vez
aprovado, serd solicitado ao autor o envio do manuscrito completo, dentro das normas de
ON, e s6 entdo serd dado inicio ao processo de avaliagdo pelos assessores.

O Corpo Editorial de QN poderd, eventualmente, convidar pesquisadores qualificados para
submeter artigo de revisao.

Artigos sobre Educacdo (em portugués ou espanhol): trabalhos de pesquisas
relacionadas ao ensino de Quimica e divulgacdao de experiéncias inovadoras no ensino de
graduacdo e pds-graduacdo. Deverdo ter no maximo 25 paginas, incluindo figuras, tabelas,
esquemas, etc e todas as paginas deverdo ser numeradas.

Notas Técnicas (em portugués, inglés ou espanhol): trabalhos de comunicagido de
métodos, validagdo de métodos, técnicas, aparelhagens ou acessorios desenvolvidos no
laboratério de origem do autor do manuscrito. Deverdo ter no méximo 25 péaginas, incluindo
figuras, tabelas, esquemas, etc e todas as paginas deverao ser numeradas.

Assuntos Gerais (em portugués, inglés ou espanhol): abordagem de assuntos de
interesse geral dos quimicos, tais como politica cientifica, programas de graduagdo e pods-
graduacgdo, histéria da quimica. etc. Deverdo ter no maximo 40 paginas, incluindo figuras,
tabelas, esquemas etc. e todas as piginas deverdo ser numeradas.

PREPARACAO DE MANUSCRITOS - Todos os trabalhos deverdo ser digitados em
espaco duplo, utilizando somente Microsoft Word. A seguir, deve ser gerado um tUnico
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arquivo no formato .pdf, do trabalho todo, para ser submetido através do sistema on line de
ON. A revista ndo aceita mais a submissdo de trabalhos por outra forma.

A primeira pdgina devera conter o titulo do trabalho, nome e endereco dos autores.
Havendo autores com diferentes enderecos, estes deverdo vir imediatamente apos o nome de
cada autor. Os autores deverdo ser agrupados por endereco. O autor para correspondéncia,
que deverd ser o mesmo que submete o artigo on line, devera ser indicado com asterisco (*)
e seu e-mail colocado no rodapé da péagina (um s6 e-mail).

A segunda pagina devera conter o titulo e o resumo do trabalho em inglés (abstract), com no
maximo 100 (cem) palavras, e a indicagdo de 3 palavras-chave (keywords), também em
inglés.

As figuras (incluindo graficos, esquemas, etc) deverdo ser em nimero maximo de 7 figuras
simples e ter qualidade grafica adequada (usar somente fundo branco). Para nimero maior
ver o item Material Suplementar. As figuras, tabelas, esquemas, etc deverdo ser colocadas
ap6s as referéncias e devidamente identificadas pelo respectivo nimero. Se escaneadas,
deverdo ser em alta resolu¢do (800 dpi/bitmap para tragos).. No caso particular de
esquemas contendo estruturas quimicas, estas deverdo ter sempre a mesma dimensdo, para
que possam ser reduzidas uniformemente, além de boa qualidade grifica. Considerar que as
figuras deverao ter largura méxima de uma coluna (8,5 cm).

Figuras coloridas terdo custo de publicacdo repassado aos autores, quando da publicacio.
Esse valor s6 podera ser informado aos autores quando o trabalho estiver previsto para ser
publicado, ocasido em que a gréfica fornece o orcamento.

Para figuras, gréficos, esquemas, tabelas, etc idénticos aos ja publicados anteriormente na
literatura, os autores deverdo pedir permissdo para publicacdo junto a empresa/sociedade
cientifica que detenha os direitos autorais e envid-la a editoria de QN junto com a versao
final do manuscrito.

As referéncias deverdo ser numeradas consecutivamente no texto, na forma de expoentes,
ap6s a pontuacdo (se houver). A lista de referéncias devera ser colocada no final do texto.
As legendas das figuras, graficos e esquemas deverdo ser colocadas em uma unica folha a
parte, separadas das figuras. A seguir, deverdo ser colocadas as figuras, os graficos, os
esquemas, as tabelas e os quadros. Colocar os titulos acima de cada tabela. No texto, deverd
ser indicada apenas a inser¢ao de cada um(a).

Referéncias

Revistas:

Sera utilizada a abreviatura da revista como definida no Chemical Abstracts Service Source
Index (ver http://www.cas.org/sent.html). Caso a abreviatura autorizada de uma

determinada revista ndo puder ser localizada e ndo for 6bvio como o titulo deve ser
abreviado, deve-se citar o titulo completo.

1. Varma, R. S.; Singh, A. P.; J. Indian Chem. Soc. 1990, 67, 518.

2. No caso especial da revista citada nao ser de fécil acesso, € recomendado citar o seu
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nimero de Chemical Abstract, como segue:

Provstyanoi, M. V.; Logachev, E. V.; Kochergin, P. M.; Beilis, Y. L; Izv. Vyssh. Uchebn.
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