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METODO DE FOLIN CIOCALTEAU ADAPTADO
PARA QUANTIFICAR POLIFENOIS EM EXTRATOS DE

ERVA-MATE
FOLIN CIOCALTEAU ADAPTED METHOD TO QUANTIFY

POLYPHENOLS IN YERBA MATE EXTRACTS

Resumo: A folha de erva-mate é consumida fradicionalmente e conhecida
pela alta concentracdo de polifendis. O método espectrofotométrico
comumente usado para determinar o Teor de Polifendis Totais (CFT) € o Folin-
Ciocalteu. O objetivo desse trabalho foi adaptar o método de Folin-Ciocalteau
para determinar o CTF em exirato de erva-mate visando a redugdo do fempo
de reacdo, proporcionando eficiéncia e economia. Para tanto, a cinética da
reacdo envolvida na andlise do extrato de erva-mate foi estudada, sendo
observada uma mudanca de inclinacdo da curva cinética em 30 minutos de
reacdo. Para avaliar a adequacdo do tempo de reacdo da andlise em 30
minutos, a curva padrdo foi obtida por trés analistas diferentes e os resultados
comparados a andlise utilizando tempo de reacdo de 2 horas, conforme
método Folin-Ciocalteu. Os resultados foram expressos em equivalente de
dcido gdlico (EAG). Os resultados de absorbéncia variaram de 0,004 £ 0,004 (0
mg EAG L) a 1,187 £ 0,100 (1000 mg EAG L) para a reacdo de 2 horas. Na
reacdo de 30 minutos estes valores variaram de 0,005 + 0,004 (0 mg EAG L) a
1,197 £ 0,022 (1000 mg EAG L*). Estes métodos foram utilizados para quantificar
o CFT em folhas de erva-mate e os resultados foram de 58,33 + 3,90 mg EAG g!
(método tradicional) e de 57,77 + 2,70 mg EAG g' (método adaptado). Estes
resultados demonstram a reprodutibilidade no método adaptado, mostrando
a sua utilidade para obter maior eficiéncia e economia na andlise.

Palavras Chave: polifendis; llexparaguariensis; adaptacdo de metodologia;
cinética de reacdo; planejamento experimental.

Abstrat: Yerba mate leaves are traditionally consumed and known by their high
concentration of polyphenols. The spectrophotometric method commonly used
to analyze Total Polyphenols Content (CFT) is Folin-Ciocalteu, in which a
standard curve of gallic acid is used and the absorbance of samples is analyzed
using 765 nm wave-length. The aim of this work was to adapt Folin-Ciocalteu
method in order to determinate CFT of yerba mate extract reducing reagents
use and reaction time, providing efficiency and economy. Therefore, the
kinetics of the reaction was studied and a modification of the inclination of the
kinetic curve in 30 minutes reaction time was observed. In order to evaluate the
adequacy of the reaction fime to 30 minutes, standard curves were obtained
by three different analysts and the results were compared to 2 hour reaction
fime analyses, according fo Folin-Ciocalteu method. The results were expressed
in gallic acid equivalent (EAG). The absorbance results ranged from 0.004 + 0.004
(0 mg EAG L) to 1.187 £ 0.100 (1000 mg EAG L) for the reaction of 2 hours. In
the reaction of 30 minute these values ranged from 0.005 = 0.004 (0 mg EAG L)
to 1.177 £0.022 (1000 mg EAG L''). These methods were used to quantify the CFT
in yerba mate leaves and the results were 58.33 £ 3.90 mg EAG g-! (fraditional
method) and 57.77 + 2.70 mg EAG g'! (adapted method). These results
demonstrate the adapted method reproducibility, showing its usefulness to
obtain greater efficiency and economy in the analysis.

Keywords: polyphenols; llex paraguariensis; method adaptation; reaction
kinetics; experimental planning.
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INTRODUGCAO
A erva-mate (llex paraguariensis A. St.
Hil.)

Aquifoliaceae,

familia
da

América do Sul como Brasil, Argentina, Paraguai

€& uma espécie arbdérea da
enconfrada em paises
e Uruguai. O consumo de erva-mate é
tradicional em diversos paises em funcdo dos
beneficios que seus bioativos proporcionam d
salude. Dentre os quais se destacamos polifendis
e as metilxantinas com acodes antioxidante, anti-
inflamatdria, anticancerigena e antidiabétical.
Em um estudo recente foram detectados e
identificados um total de 58 polifendis na erva-
mate usando a cromatografia liquida acoplada
a espectrofotometria e a espectrometria de
massas associando esta composicdo ao seu
elevado potencial anfioxidante 2.

Polifendis sdo metabdlitos secunddrios
produzidos pelas plantas, cuja principal
caracteristica é a presenca de grupamentos
fendlicos. Esses compostos constituem o maior
grupo de componentes bioativos encontrados
em vegetais e também estdo presentes em
frutas e hortalicas. Destacam-se os dAcidos
fendlicos do café, uva e erva-mated4. Esses
compostos agem como anfioxidantes evitando
que componentes celulares e tecidos sejam
oxidados. Desta forma as atividades fisicas
associadas ao consumo de alimentos ricos em
polifendissGo recomendadas ds pessoas que
procuram uma melhor qualidade de vida .
Além disso, sdo relacionados & prevencdo de
doencas cardiovasculares,
neurodegenerativas, cancer enfre outras ¢7.

O teor de compostos fendlicos totais
(CFT) pode ser determinado por estimativa,

utilizando métodos espectrofotométricos. No

entanto, também podem ser utilizados métodos

cromatogrdficos e eletroquimicost. O método

espectrofotométrico mais  tradicional  é
utilizando e} reagente Folin-Ciocalteu,
constituido  pelos dcidos fosfotungstico e

fosfomolibdico, nos quais o tungsténio e o
molibdénio possuem estado de oxidacdo 6+,
apresentando coloracdo amarela. Entretanto,
em contato com agentes redutores (polifendis)
em pH alcalino, ocorre a formacdo do
molibdénio azul e tungsténio azul, com a média
de oxidacdo enfre 5 e 6. Assim, em razdo da
mudanca de coloracdo é possivel determinar a
concentracdo de compostos redutores?.10, Para
a andlise usando o método de Folin-Ciocalteu
utiliza-se uma curva padrdo de dcido gdlico em
diferentes concentracdes. Deste modo, o teor
de polifendis totais é dado como mg de
equivalentes de dcido gdlico por grama de
amostra. A leitura da curva padrdo de dcido
gdlico, assim como a leitura das amostras é feita
no comprimento de onda de 765nm?1!. Este
estudo é de grande importéncia na cultura da
erva-mate para determinar esta classe de
bioativos inclusive para avaliar o potencial
inibitério de germinacdodas sementes desta
espécie florestal'2. Para esta andlise é
comumente utilizado um método em que sdo
aguardadas duas horas apds a adicdo dos
reagentes para serem realizadas as leituras no
espectrofotdbmetro’3. Até este trabalho ndo
havia sido realizado um estudo de cinética
visando a otimizac&o do processo de andlise de
CFT em extratos de erva-mate.

de

aperfeicoar o método de Folin-Ciocalteau para

O objetivo deste estudo foi

andlise de polifendis totais em extrato de erva-
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mate e do tempo de reagdo, proporcionando

eficiéncia e economia.

MATERIAIS E METODOS
Material
As folhas de

coletadas na Embrapa Florestas em Colombo,

erva-mate  foram
Parand, Brasil. A excicata foi depositada no
Herbdrio da Embrapa Florestas, em Colombo-
PR, sob a seguinte identificacdo e niumero de
registro: PGFB (HFC10164). As folhas de erva-
mate foram secas em micro-ondas doméstico,
segundo o procedimento descrito por Hansel et
al.’4, trituradas em liquidificador doméstico e
18-35 mesh

(particulas entre 0,5 e 1,0 mm). Os experimentos

tamisadas utilizando famises de

foram realizados com este material usando para

os cdlculos a base seca.

Preparo do extrato de folhas de erva-mate

O extrato foi preparado na
concentracdo de 30 g.L'' de erva-mafte em
dgua aqguecida a 85 °C £ 5 °C. A extracdo
ocorreu por 15 min, com agitacdo mecdnica a
cada 5 min. O extrato foi previamente filtrado
de 18, 100 e 270 mesh e

posteriormente em papel filtro tipo Whatman.

em tfamises

Preparo dos reagentes para andlise de Folin-
Ciocalteu (Dinamica®)

Para o preparo da solucdo estoque do
padrdo, 50 mg de dcido gdlico (Sigma-Aldrich
97,5-102,5% de pureza)
balanca analitica e adicionados d um baldo
10 mL,

foram pesadas em

volumétrico de cujo volume foi

completado com dlcool etilico 99.5% (grau
HPLC). A

solucdo foi homogeneizada e

ARTIGO ORIGINAL

armazenada em refrigerador revestida com
papel aluminio.

A solucdo de carbonato de sddio
(Na2CQgs) foi preparada usando 20,0 g de
Na2COs (Sigma-Aldrich > 99,0% de pureza) com
80 mL de dgua quente (>80 °C) para dissolucdo,
esperou-se o equilibrio térmico com o ambiente
e entdo o volume foi corrigido em baldo
100 mL. A

volumétrico de solucdo foi

armazenada em refrigerador.

Cinética de reagdo visando otimizagdo da
andlise de Folin-Ciocalteu para folhas de erva-
mate

O tempo de reacdo foi determinado
através de curvas cinéticas do reagente Folin-
Ciocalteu com amostras do extrato de erva-
Assim avaliou-se a da

mafte. variacdo

absorbéncia (A = 760 nm) com relacdo o
tempo de reacdo. Foram preparados 40 mL de
uma solucdo contendo 31,6 mL de dgua, 0,4 mL
de extrato de erva-mate, 2 mL de reagente
Folin-Ciocalteau e 6 mL de carbonato de sédio,
adicionados respectivamente em um béquer. A
solucdo foi armazenada em local escuro. A
cada 5 minutos foi retirada uma aliquota de 1
mlLpara obtencdo da absorbdncia em
espectrofotbmetro. Para cada curva foram
realizadas 24 leituras em um periodo de 2 horas.
O teste foi realizado em ftriplicatapor analistas
diferentes em dias distintos a fim de avaliar sua

reprodutibilidade.

Andlises de Folin-Ciocalteu para folhas de erva-
mate
O preparo das solucdes para a leitura no

espectrofotbmetro foi realizado em tubos de
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ensaio, adicionando 1,58 mL de dgua, 20 uL das
solucoes da curva (solucdes da Tabela 1 com a
concentracdo de uso de dcido gdlico), 100 uL
do reagente Folin-Ciocalteau e 300 uL da
solucdo de carbonato de soédio,
respectivamente. Também foi preparado um
tubo substituindo a solucdo do padrdo por dgua
fipo I, de concentracdo zero. Os tubos foram
acondicionados em local escuro por 2 horas,
conforme método de referéncia. Para o
método adaptado utilizou-se tempo de reacdo
de 30 minutos. A leitura em espectrofotémetro
foi realizada no comprimento de onda de 765
nm. Agua ftipo Il foi utiizada para zerar o
equipamento. A curva foi obtida em triplicada,
por analistas diferentes em dias distintos, a fim de

avaliar a reprodutibilidade do método. As

concentracdes de dcido gdlico utilizadas para a
curva padrdo foram de 25 mg.L' a 1.000 mg.L T,
obtidas a partir da solucdo estoque (5.000 mg.L-
1), conforme mostra a Tabela 1. Foi analisada a
amostra  diluida (cinco vezes) usando as
equacoes das retas dos métodos tradicional e
adaptado e os valores das concentracdoes
foram calculados por interpolacdo,
multiplicadas pelo fator de diluicdo e expressos
em mg equivalente de dcido gdlico (EAG) por
mL de extrato de folhas de erva-mate. Para
calcular o CFT nas folhas de erva-mate foi
considerada a concentracdo das mesmas no
preparo do exfrato (30 g.L''), ou seja, valor
obtido para o extrato multiplicado por 33,33 mL

de solucdo por grama de folhas.

Tabela 1: Diluicdes realizadas para o preparo da curva padrdo de dcido gdlico, em que a solucdo

estoque de Concentracdo A é usada para o preparo da solucdo de Concentracdo B.

Concentracdo A da Volume da solucdo Volume de Concentracdo B da
Tubo solucdo estoque de estoque(mL) Agua solucdo de uso de dcido

dcido gdlico (mg L) (mL) gdlico (mg L")

1 5.000 2,0 8.0 1.000

2 1.000 0.9 0.1 900

3 1.000 0.8 0.2 800

4 1.000 0.7 0.3 700

5 1.000 0.6 0.4 600

6 1.000 1.0 1.0 500

7 1.000 0.4 0.6 400

8 1.000 0.3 0.7 300

9 1.000 0.2 0.8 200

10 1.000 0.1 0.9 100

11 500 0.1 0.9 50

12 500 0,05 0,95 25

RESULTADOS Observou-se que os f1rés analistas

Curva cinética

obtiveram resultados semelhantes nas leituras

de absorbdncia referentes & curva cinética da
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reacdo. Os valores médios nas curvas variaram
de 0,144 £ 0,015 (tempo 0 minutos) a 0,460 +
0,017 (tempo 120 minutos), Figura 1.

Curva padrdo de acido gdlico

Para a curva padrdo de dcido gdlico
utilizando tempo de reacdo de 2 horas os trés
analistas obtiveram resultados semelhantes nas
leituras de absorbéncia. Os valores médios nas
curvas variaram de 0,004 + 0,004 (Concentfracdo
0 mg L' de d&cido gdlico) a 1,187 = 0,100
(Concentracdo 1000 mg L' de dcido gdlico). Os
valores de R? destas curvas foram de 0,9918;
0,9945 e 0,9963 para os analistas 1, 2 e 3,
respectivamente, Figura 2.

Para a curva padrdo de dcido gdlico do
método adaptado (30 minutos de reacdo) os
trés analistas fambém obtiveram resultados
semelhantes nas leituras de absorbdncia. Os
valores médios nas curvas variaram de 0,005 +
0,004 (Concentracdo 0 mg L' de dcido gdlico)
a 1,197 + 0,022 (Concentracdo 1000 mg L' de
dcido gdlico). Os valores de R2 de 0,9980; 0,9973
e 09966 para os analistas 1, 2 e 3,
respectivamente, Figura 3.

Foi analisado o extrato de folhas de erva-
mate usando as equacdes das retas dos
métodos tradicional e adaptado. Os CFT deste
extrato foram calculados e os resultados foram
de 1,750+ 0,117 mg EAG mL (usando o método
fradicional) e de 1,733 = 0,081 mg EAG mL"'
(usando o método adaptado). Os valores de R?
foram de 0,9991 (usando o método tradicional)
e de 0,9993 (usando o método adaptado). Os
valores de CFT nas folhas de erva-mate é de
58,33 £ 3,90 mg EAG g!' (método tradicional) e

de 57,77 £2,70 mg EAG g'! (método adaptado).

ARTIGO ORIGINAL

DISCUSSAO

Curva cinética

A reacdo do reagente Folin-Ciocalteau com os
polifendis do extrato da erva-mate em meio
bdsico foram muito semelhantes, Figura 1. Foi
observado que as curvas obtidas apresentaram
repetitibilidade (variacdo entre as medicdes) e
reprodutibilidade (variacdo do uso da técnica
por diferentes analistas) e que os resultados néo
apresentaram diferencas significativas entre as
andlises. Também é observada uma mudanca
de inclinacdo da curva a partir de 30 min de
reacdo, permanecendo com um coeficiente
angular menor apds este periodo inicial de
reacdo. Os coeficientes de correlacdo da curva
até 30 min variaram de 0,951 a 0,981, com
coeficientes angulares entfre 0,00793 e 0,008%96.
Por outro lado, os coeficientes de correlacdo da
segunda parte da curva (apds 30 min de
reacdo) variaram de 0,208 a 0,986, com
coeficientes angulares entre 0,00073 e 0,00084,
ou seja, inclinacdo aproximadamente 10 vezes
menor. Por meio destes resultados sugere-se que
o tempo de andlise seja reduzido para 30
minutos com  resultados  confidveis na
determinacdo de polifendis presentes no extrato
de erva-mate. Esta adaptacdo da metodologia
de determinacdo de polifendis em erva-mate
permitird reduzir tempo, e consequentemente
laboratorial.  Estudos

custos, na rotina

semelhantes foram realizados visando

determinar a atividade antioxidante em extratos

de erva-mate por Silveira et al.’s,
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Figura 1: Curvas cinéticas realizadas por analistas diferentes em dias de andilise distintos
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Os resultados das andlises realizadas
usando o método de referéncia (2 horas de
reacdo antes da andlise espectrofotométrica)

foram adequados e com  resultados

semelhantes aos j& descritos por Dias e

Menegon'é, Estes resultados indicam boa
precisdo da equacdo da reta, Figura 2. Também
foi observada similaridade enfre os valores de

absorbéncia obtidos para as andlises com

tempo de reacdo de 30 min. Nestes resultados
analiticos também foram observadas boas
repetitibilidade e reprodutibilidade usando os
métodos de referéncia e o modificado. As
curvas padrdo de dcido gdlico obtidas
utilizando tempo de reacdo de 30 minutos sdo
apresentadas na Figura 3. Isto mostra que os
resultados apresentados neste estudo estdo de

acordo com dados j& existentes na literatura.

Figura 2: Curva padrdo de dcido gdlico obtida por analistas diferentes em dias de andlise distintos utilizando

tempo de reacdo de 2 horas. As retas continua vermelha, pontilhada azul e tracejada preta sdo referentes

aos melhores ajustes dos experimentos realizados pelos Analistas 1, 2 e 3, respectivamente.
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Figura 3: Curva padrdo de dcido gdlico obtida por analistas diferentes em dias de andlise distintos utilizando

tempo de reacdo de 30 minutos. As retas continua vermelha, pontilhada azul e tracejada preta sdo

referentes aos melhores ajustes dos experimentos realizados pelos Analistas 1, 2 e 3, respectivamente.
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Os resultados de CFT do exirato de folhas
de erva-mate ndo apresentaram diferencas
significativas entre os métodos tradicional e o
adaptado. Considerando a variacdo genética
entre as espécies de erva-mate e a época de
colheita, os resultados deste trabalho foram
similares ao observado na literatura por Wolf et
al. (1,671 £ 0,101 mg EAG mL1)'7. Comparando
os valores de CFT nas folhas deste trabalho com
os obtidos por Duarte et al. para 12 gendtipos
(53,18 a 111,27 mg EAG g7)

observada a similaridade entre os resultados!s.

fambém é

CONCLUSAO

O método adaptado para andlise de
polifendis de extratos das folhas da erva-mate
utiizando reagente de  Folin-Ciocalteau
apresentou reprodutibilidade. Além disso, o
tempo de reacdo entre o padrdo de dcido
gdlico ou a amostra do extrato de erva-mate e
o reagente de Folin-Ciocalteau pode ser
reduzido em 75% comparado ao tempo de
andlise comumente utilizado (2 horas), sem que

a confiabilidade dos resultados seja alterada.
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