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Resumo

A erva-mate (Jlex paraguariensis St. Hil.) tem sido consumida tradicionalmente em todo o Cone Sul
da América Latina como bebida estimulante para reduzir a fadiga e suprimir o apetite. Considerando a
importincia das propriedades da erva-mate, este trabalho teve como finalidade analisar teores de
cafeina e teobromina presente nas folhas de erva-mate. A concentragio de cafeina e teobromina foi
avaliada em cinqgiienta e uma progénies de erva-mate, oriundas de cinco procedéncias distinias
(Pinhdo/PR, Ivai/PR, Bardo de Cotegipe/RS, Cascavel/PR e Quedas do Iguagu/PR), cultivadas na
regido de Ivai/PR - Brasil. Os compostos foram avaliados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE). Os resultados revelaram diferengas estatisticas nos teores de cafeina e teobromina,
sendo que os valores minimos e maximos encontrados foram de 0,107-1,542% para cafeina e 0,055-
0,943% para teobromina. Observou-se que os valores encontrados para cafeina e teobromina foram
inversamente proporcionais. Diferengas significativas destes compostos foram constatadas nas
progénies de erva-mate, com relagdo as procedéncias. Foram encontrados valores elevados de
herdabilidade e do coeficiente de variagdo genética aditiva.
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GENETIC PARAMETERS OF METHYLXANTHINES CONTENTS IN MATE (llex
paraguariensis St. Hil.) PROGENIES GROWN IN BRAZIL

Abstract

Mate has long been a part of South Cone of Latin America culture where it is traditionally consumed
as tonic and as stimulant to reduce fatigue and to suppress appetite. Considering the importance of the
properties of mate, this paper aimed to analyze caffeine and theobromine contents in mate leaves (/lex
paraguariensis St. Hil.). The concentration of these methylxantines was evaluated in fify-one
progenies, from five distinct origins (Pinhdo/PR, Ivai/PR, Bardo de Cotegipe/RS, Cascavel/PR :}nd
Quedas do Iguagu/PR), cultivated in Ivai/PR - Brazil. The compounds were evaluated by Hl_gh
Performance Liquid Chromatography (HPLC). The results revealed statistical differences in caffc!nc
and theobromine contents, with the minimum and maximum values found 0,107-1,542% for cﬂffel“&‘
and 0,055-0,943% for theobromine. Significant differences of these compounds were evidenced in tl}e
progenies of mate, with regard to the origin. The values of heritability and the additive genetic
variance coefficient were high.
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Introdugio

A erva-mate (Nlex paraguariensis St. Hil.) ¢ explorada comercialmente pela sua caPI‘Cid“f"' de
produzir bebidas ténicas ¢ estimulantes, sendo seu consumo um habito caracteristico da populagio ‘_1“
Cone Sul da América Latina. Uma nogio de todo o potencial da planta como alimento, ou na produgdo
destes, ¢ obtida através da composigio quimica da erva-mate. Os componentes presentes possuem
muitas aplicagdes, como nutrientes ¢ atuando no metabolismo humano. Importantes propriedades
biologicas t&m sido associadas a esta espécie como a atividade antioxidante (Schinella et al.. 2000;
Gugliucci, 1996), cupéptica ¢ colerética (Gorzalczany et al., 2001).
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Analises da composigdo quimica do género /lex, que inclui cerca de 400 espécies nativas
principalmente da Asia e América do Sul, demonstraram a presenga de polifendlicos e dcidos
fendlicos, metilxantinas, aminoacidos e outros compostos nitrogenados, acidos graxos, antocianinas,
flavondides, compostos terpénicos, alcanos e alcoois, carboidratos, vitaminas ¢ carotendides. Dentre
estes compostos, os mais conhecidos sdo as metilxantinas cujos estudos iniciais remontam ao final do
século XIX (Alikaridis, 1987). A principal metilxantina encontrada na erva-mate € a cafeina (0,89 a
1.13%), seguida da teobromina (0.26 a 0.88%) e de pequenas quantidades de teofilina (Clifford ¢
Ramirez-Martinez, 1990; Maccari Junior, 2000).

Tem sido sugerido que a biossintese de cafeina, nas folhas de erva-mate, ocorre somente em
tecidos novos, sendo as vias biossintéticas semelhantes aquelas de plantas como o chazeiro ¢ o café
(Suzuki er al., 1992). Além disso, tem sido amplamente aceito que a sintese a partir de nucleotideos da
adenina ¢ a rota mais importante (Ashihara, 1993). Sua biossintese ocorre via xantosina — 7-
metilxantosina — 7-metilxantina — teobromina — cafeina embora outras vias menos importantes
possam ocorrer (Ashihara e Crozier, 2001). As metilxantinas acumulam-se tanto intracelularmente
quanto na cera epicuticular das folhas de erva-mate (Athayde er al., 2000) e seus teorcs tém sido
relacionados com a variabilidade genética, a influéncia de varidveis ambientais, a época de colheitac o
tipo de processamento. Além disso, os teores variam com a época do ano, sendo menores nos meses de
setembro a dezembro (Da Croce, 2002). Diferengas nos contetidos de cafeina ¢ teobromina também
podem ocorrer em fungdo da variedade. Por exemplo, /. paraguariensis var. paraguariensis contém
em média 0,65% de cafeina ¢ 0.12% de teobromina enquanto 1. paraguariensis var. vestita -
variedade de erva-mate pubescente de pequena dispersio geogréfica nativa do Brasil - contém 0.003%
de cafeina e 0,22% de teobromina (Reginatto et al., 1999).

Apesar da importancia econdmica desta espécie, o melhoramento genético da erva-mate €
relativamente recente, tendo-se iniciado nos anos 90 no Brasil pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria - EMBRAPA (Sturion e Resende, 1997). Neste programa tem-se enfatizado
caracteristicas silviculturais como adaptagio, produgdo de massa verde, resisténcia a pragas e doengas,
desfolhamento e tipo de ramificagfio ou arquitetura como critérios passiveis dc melhoramento (Sturion
el al. 2003). Na atualidade busca-se incluir no programa de melhoramento desenvolvido pela
EMBRAPA, caracteristicas associadas a qualidade dos produtos da erva-mate. Dentre estas
caracteristicas, o teor de compostos quimicos apresenta relevincia por influenciar dirctamente a
qualidade dos produtos comerciais derivados desta espécie e seus efeitos bioldgicos. Considerando a
Importancia econdmica e as propriedades bioldgicas da erva-mate, este trabalho teve como finalidade
analisar os teores de cafeina e teobromina presentes nas folhas de progénies oriundas de cinco
procedéncias e cultivadas na cidade de Ivai/PR - Brasil. Também buscou-se investigar os parimetros
genéticos relacionados aos compostos quimicos, visando o melhoramento genético.

Materiais e Métodos

Condugiio experimental: As amostras analisadas correspondem a material genético p roveniente de
cinco procedéncias de erva-mate cultivadas na localidade de Ivai/PR (mar/1997), dentro de um feste
combinado de procedéncia e progénie de meios-irmdos (Tabela 1). O delineamemo‘cxpcnmcnml
empregado foi o de blocos ao acaso com dez repeticdes de parcelas lineares com seis plantas por
parcela. As progénies foram aleatorizadas independentemente das procedéncias, ou seja, nio se adotou
o amanjo hierarquico de progénies dentro de procedéncia. O espagamento adotado foide3mx2m. A
poda de formagdo foi efetuada por volta de dois anos de idade (jul/1999). Foram executadas duas
podas de produgdo em jul/2001 e ago/2003. As podas para obtengdo das amostras foram cfetuadas
com folhas de um ano (ago/2004), um ano e meio (nov/2004) e dois anos {jun/2005) respectivamente.

As progénies apresentavam-se sob a influéncia do tipo climdtico Cfb - clima sub.lro.plcal
umido mesotérmico. A regido apresenta verSes quentes e geadas pouco freqilentes, com tendéncia de
concentragio das chuvas nos meses de verdo e sem estagio seca definida. A média das temperaturas
dos meses mais quentes é superior a 22 °C e a dos meses mais frios € inferior a 18 °C. Tempefan.xru
média anual entre 17 °C e 18 °C, precipitagio média anual em torno dos 1.500 mm e excedente hidrico
variando de 500 a 800 mm (Godoy et al., 1976).
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Tabela 1. Localizagdo geogréfica das procedéncias de erva-mate (llex paraguariensis St.
Hil.) selecionadas para andlise dos parametros genéticos dos teores de acido clorogénico
e acido cafeico.

Procedéncias Coordenadas N° Progénics
Lat. (S) Long. (O) Alt (m)
Ivai/PR 25°01° 50°48" 600 il
Bardo de Cotegipc/RS 27°38° 52°23° 530 10
Quedas do Iguagu/PR 25925’ 52°55° 590 10
Pinhdo/PR 25°41° 51°40° 1.050 10
Cascavel/PR 24°57° 53°27° 750 10

Para as analises foram selecionadas 10/11 progénies com maior produgdo de massa foliar,
oriundas das procedéncias mais produtivas. Cerca de 100g de folhas foram coletadas do ter¢o mediano
da planta ¢ enviadas para analise. As coletas foram realizadas no inverno (jun/ago) de 2001, em trés
blocos € as amostras foram enviadas imediatamente ao laboratério para processamento.

Apds a coleta, cada amostra foi submersa em agua fervente por 10 segundos. A seguir, foram

separadas as folhas verdes, sem manchas e sujidades. As folhas foram secas em estufa com circulagio
de ar numa temperatura de 45°C por um periodo de 48 horas. Posteriormente, as folhas foram moidas.
acondicionadas em embalagens de papel, envoltas em embalagem plastica e armazenadas em
geladeira.
Quantificagiio de metilxantinas: Apds a macerago de 1,0g de cada amostra, extraida com metanol-
agua (70:30) sendo o volume final completado para 50 mL. A quantificagio de cafeina e teobromina
foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). O cromatografo (Shimzadzu Mod.
SCL-10A) foi equipado com injetor (SIL-10AF), bomba (LC-10 AT), misturador (FCV-10AL),
degaseificador (DGU-14% ¢ forno (CTO-10AS). Para a separagdo cromatografica utilizou-se a coluna
Cis (Supelcosil LC-18 - 4,6 x 250 mm, 5 pm). A fase mével empregada foi um gradiente de (A): dgua
acidificada com 0,3% de dcido acético e (B): metanol. Gradiente: 15% B para 20% B, 20 min; 20% B
para 85% B, 5 min; 85% B 5 min. Os solventes utilizados foram da marca J.T.Beacker ¢ Merck. O
fluxo utilizado foi de 1,0 mL/min na temperatura constante de 30°C. A detecgdo foi conduzida a 265
nm num detector ultravioleta UV-Vis (SPD-10A). As amostras foram injetadas em triplicata e as dreas
dos picos foram comparadas com padrdes de cafeina e teobromina (Sigma Chemical Co, USA).

Curvas de calibraglio foram efetuadas com os citados padrdes apds serem diluidos na fase
mével. Apds a injedo dos padrdes, as reas dos respectivos picos foram avaliadas. A linearidade foi
determinada por regressiio ¢ a precisio e acuricia foram determinadas pelo coeficiente de variagio

(CV <3%). Os coeficientes obtidos para a regressdo foram R® = 0,9999 para cafeina ¢ R’ = 09976

para teobromina.

Analise estatistica: Todas as andlises foram realizadas em duplicata e os resultados expressos em
percentagem sobre a matéria seca (g composto / 100 & mareria seca). Os pardmetros estatisticos foram obtiduvs
com o auxilio do programa estatistico SISVAR versio 4.3, utilizando-se “Andlise Conjunta em Blo_cos
a0 Acaso™ dos experimentos, aplicando-se o teste de agrupamento Scott-Knott a 5 % de significincia.
Anilise genética quantitativa: As estimativas dos pardmetros genéticos ¢ fenotipicos for:ml
cletuadas através do programa genético-estatistico “Software SELEGEN-REML/BLUP™ dcscn\?l\ ido
por Resende (2002). Utilizou-se 0 Modelo § do referido software que inclui experimentos realizados
em blocos ao acaso, progénics de meios-irmdos, varias plantas por parccela, virias populagdes.

Resultados e Discussio

Na Figura | ¢ possivel visualizar o cromatograma obtido com os padrdes analisados em 265 nm (AN
tempos de retengdio (min.) para os padrdes foram de 7,8 (tcobromina) ¢ 19,8 (cafeina). Portante. podg-
se constatar que o uso do gradiente permitiu excelente separagio e integragdio dos picos dos dois
padroes, Foram encontradas diferengas significativas para os dois compostos. Os resultados nos tecres
de cafeina e teobromina das cingiienta ¢ uma progénies analisadas estio presentes na Tabela 2. onde
os valores representam as médias da determinagiio de cada progénie.
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Figura 1. CromaFOgrama dos padrdes de teobromina (1) e cafeina (2). Condigdes cromatogrificas:
(Coluna: Supelco§|l LC-18 - 4,6 x 250 mm, 5 pm. Fase Movel: Gradiente MeOH : H,0 (AcOH-0,3%).
Fluxo: 1,0 mL/min. Temp.: 30°C e Detecgdo: 265 nm.

BB Os valores .m:'nimos e m'f'xximos encontrados foram de 0,107-1,542% para cafcina ¢ 0,055-
943% de teobromina. A progénie 106 possui a menor concentragio de cafeina enquanto a progénic
1171 apresentou maior concentragio deste composto. Para teobromina a progénic 65 apresentou menor
ceoncentragdo e a progénie 121 obteve o maior valor.

Tabela 2. Teores de cafeina e teobromina de cingiienta e uma progénies de crva-mate (/lex
paraguariensis St. Hil.). Os valores representam as médias das determinagdes de cada progénic
expressos em % .

Progénie Cafeina T . Cnfcinn./ . . ) Cnlcinn./
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Vilires com mesma notagdo na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (e = 0.05)



A andlise da varidncia dos teores de cafeina e teobromina nas progénies de erva-mate resultoy
em trés grupamentos distintos quando compararam-se as cinco procedéncias analisadas. Os resultados
obtidos podem ser visualizados na Tabela 3 e demonstram que progénies oriundas de Pinhio/PR
apresentaram menor teor de cafeina e maior teor de teobromina em relagdo as demais procedéncias. As
progénies oriundas de Ivai/PR diferiram estatisticamente das demais, apresentando teores
intermedidrios de cafeina e teobromina. Ja as progénies originirias de Bardio de Cotegipe/RS,
Cascavel/PR e Quedas do Iguagu/PR, apresentaram maior teor de cafeina e menor teor de teobromina.

Tabela 3. Teores de cafeina e teobromina de cinco procedéncias de erva-mate (/lex
paraguariensis St. Hil.). Os valores representam as médias das determinagdes de cada
procedéncia expressos em % .

Procedéncias Cafeina Teobromina
Pinhdo/PR 0.482 al 0.564 “‘
Ivai/PR 0.689 a2 0.338 =
Bardo de Cotegipe/RS 1.029 o 0.119 8
Cascavel/PR 1.145 - 0.162 o
Quedas do Iguagu/PR 1.166 - 0.168 °!

Valores com mesma notago na coluna nio diferem estatisticamente pelo teste de agrupamento de Scott-Knott (o= 0.05).

Desta forma, pode-se dizer que os valores médios encontrados para cafeina e teobromina nas
cinco procedéncias sio inversamente proporcionais, com o aumento da concentragdo de cafeina nestas
progénies, observa-sc uma queda da concentragdo da teobromina. Na Tabela 4 observa-se os valores
relacionados aos pardmetros genéticos, o qual afeta diretamente no teor de metilxantinas presentes em

crva-matc. A partir dos resultados demonstrados nesta tabela, observam-se altos valores de
herdabilidade para cafeina e teobromina.

Tabela 4. Pardmetros genéticos estimados para cafeina e teobromina em progénies de
erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.).

Pariimetros Genéticos Cafeina Teobromina

Va 0,277 0,064
Vparc. 0,022 0,012
Vproc 0,080 0,031

ha 0,650+ 0,214 0,550 + 0,205
cparc 0,091 0,142
c*proc 0,281 0,371
Cvgi 38,91 68,05
CVgp 29,03 46,77

Cve 23,10 47,03

Va = Varincia Gendtica Aditiva; Vparc = Varidncia Ambicntal entre Parcelas; Vproc = Varidneia
Ambicntal entre Procedéncias; h% = Herdabilidade Individual: czpurc = Cocficicnte de determinagdo dos
efeitos da parcela; cproc = Coeficiente de determinago dos efeitos da procedéncia: CVgi = Coeliciente de
variagdo genética aditiva de individuos; CVgp = Cocficiente de variagiio genética aditiva de progénies; Cve -
Cocliciente de Variagdo Experimental.

. Os valores clevados de herdabilidade para cafeina (h’a de 0,650 + 0,214) ¢ para teobromit
(h"a de 0,550 + 0,205) demonstram que estas caracteristicas apresentam alto controle genctico nas
condigdes avaliadas. Valores elevados de herdabilidade para teor de cafeina também foram
encontrados em progénics de erva-mate na regidio de Missiones/AR (Scherer ef al., 2002). Os mesmes
autores apresentan valores de herdabilidade no sentido restrito para teobromina abaixo do encontrado
neste trabalho. Os valores encontrados para a cafeina ¢ teobromina sugerem que esforgos para 3
selegiio de individuos bascados nestas caracteristicas sio bastante promissores em erva-mate.

Conclusdes ;

Ocorreram diferengas significativas nos teores de cafeina e teobromina em relagio &
progcnies ¢ também nas cinco procedéncias analisadas. Foram encontrados altos valores pim
herdabilidade ¢ para o coeficiente de variagiio genética aditiva.
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