UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
DISSERTACAO DE MESTRADO

INFLUENCIA DO TIPO DE PLANTIO E ETAPAS DO PROCESSO DE
INDUSTRIALIZACAO SOBRE OS COMPOSTOS FENOLICOS E
METILXANTINAS DA ERVA-MATE

MILENA MALLMANN

Porto Alegre, agosto de 2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM QUIMICA

MILENA MALLMANN

INFLUENCIA DO TIPO DE PLANTIO E ETAPAS DO PROCESSO DE
INDUSTRIALIZACAO SOBRE OS COMPOSTOS FENOLICOS E
METILXANTINAS DA ERVA-MATE

Dissertacao apresentada como requisito parcial para a
obtencédo do grau de Mestre em Quimica

Prof.2 Dr2 Rosangela Assis Jacques
Orientadora

Porto Alegre, agosto de 2018



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

A presente dissertacao foi realizada inteiramente pelo autor, exceto as colaboracoes
as quais serdo devidamente citadas nos agradecimentos, no periodo entre 03/2014
e 08/2018, no Instituto de Quimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
sob Orientacdo da Professora Doutora Rosangela Assis Jacques. A dissertacao foi
julgada adequada para a obtencdo do titulo de Mestre em Quimica pela seguinte

banca examinadora:

Comissao Examinadora:

Prof.2 Dr2 1 Prof.2 Dr2 2

Prof.2 Dr2 3 Prof.2 Dr2 4

Milena Mallmann

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

“Onde hd chimarrdo existe amizade
Existe um povo que sabe que a
maior felicidade

T crer que a simplicidade te faz

rico em qualquer chdo. ”

Carlos Eduardo Back

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por estar sempre enviando boas energias para que eu
pudesse tomar as decisdes corretas.

A psicéloga Fabiane Obregon Lago que me orientou e ajudou nos momentos
de ansiedade.

A minha familia pela compreens&o, apoio e serenidade.

A minha orientadora profa. Dr2. Rosangela Assis Jacques por toda orientacéo e
paciéncia.

A empresa a qual trabalho, Braskem S.A., pelo apoio e incentivo.

Ao grupo de pesquisa LAAO, especialmente aos colegas e amigos Allan dos
Santos Polidoro, Bruna Bernar Dias, Bruna Onorevoli, Enelise Scapin, Mauricio
Perin e Tais Klein que me ajudaram em todos os momentos, foram compreensivos e
amigos.

Ao professor Dr. Eliseu Rodrigues por ceder equipamentos e espagco em seu
laboratorio indispensaveis para a realizacéo deste trabalho.

A ervateira Bardo por ceder as amostras e informacées indispensaveis para a
realizacéo deste trabalho.

A engenheira Ana Paula Picolo e ao sr. Célio Giacomel pela atencio e
disponibilidade em ajudar.

Aos membros da banca por aceitarem participar da avaliacdo deste trabalho.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realiza¢do desta pesquisa.

] 1
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

SUMARIO
LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt sttt st s b e et e bt bt et e s bt s at e besbeeatesbesbeenbens Vi
LISTA DE TABELAS . ...ttt ettt sttt ettt b et et she et e s bt st e sbesbeetesbeeaeenbens IX
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS ..ottt s snas X
RESUMO ..ttt ettt a e st sttt e bt e s bt e s bt e sat e s abe e beeebeesaeesatesabeeabe e beenbeenaeas I
AB ST RA CT ettt b e b e e s bt e s bt e sat e sat e s bt e be e be e saeesatesabe e be e be e bt e sheesaeeeareetean Il
L. INTRODUGAO ..o eee s esses s eesse s sessees 4
1.1 OBUJIETIVOS ...ttt ettt sttt b et h et s bt eat e bt sbe et e sbeeatebesbeeatesbesaeens 5
I B O T o111 A Yo I 1= - | USROS 5
1.1.2. ObjetivoSs ESPECITICOS oottt sttt et 5
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt s s snes 8
2.1 ERVA-MATE .ottt sttt st ettt st st st e b e e be e sbe e s et e sateenteeteesbaesanasas 8
2.1.1. IMPOrtancia da rva-MALE ........c.coeverieiieieiererese ettt sae e 8
2.1.3. BiolOQia rePrOdULIVA .....c.ccieeiieceee sttt sttt st be s re e e beeanas 13
2.1.3. Habitat e distribuiCa0 geOografiCa......cccvvieiririiereeeee s 14
2.1.4. CompoSIiGa0 qUIMICA da ErVa-Male.......ccccevereririeieeieeeeee e 15
2.1.4.0 AICAIOTAES ...ttt ettt sttt be e enan 17
2.1.4.2 POIFENOIS ..ottt 18
2.1.4.3 Atividade Antioxidante da erva-mate...........cccoecevveirieinreinenineneeseeseeesee s 20
2.2. TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS.......coovevieeeereeerseesrnnans 22
2.3. METODOS DE ANALISE DE COMPOSTOS BIOATIVOS ......oovoevoeeeeeeeeeeeeeesrerenis 26
2.4 FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS .....oviiveeeieeeee ettt ssessasssnssssssnes s 27
2.4.1 Anédlise por componentes pPrinCipais (PCA) ..o veceveieeeeeeeeseseeeee e 27
3. MATERIAIS E METODOS .....ooiimiimeieeiseiseeiseessessesssessesssssssssesssssssessssssssssssssssssssssssessssssns 32
3.1 REAGENTES ...ttt ettt et h e sttt et e s be e sbeesae e st e eabeebeenes 32
3.2. PREPARO DAS AMOSTRAS ...ttt ettt st s e 32
3.3 EXTRACAO DO ACIDO 5-CAFEOILQUINICO E DERIVADOS, CAFEINA,
TEOBROMINA E RUTINA EMPREGANDO EAU ..o 37
3.4. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DO ACIDO-5-O-CAFEOILQUINICO E
DERIVADOQOS, CAFEINA, TEOBROMINA E RUTINA ..ottt esieesreeseee s 38
3.5 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (METODO ORAQC) ....c.covvivvirierreeeinn. 39
3.6 ANALISE DOS DADOS.......ovieieeieeeeeeseeseete e sesas s essesssssssssessssss s sssssssssssassssssssssssassnens 40
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooiveeeeeeseeeeee e ses s ses s ssssssesssssssssssasssssesees 42

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

4.1 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS ....ooeerceeeeeeeeeeeeseeeessiesessessssesssassessesassessssansnens 42
4.2. 1 METIXANTINAS ..c.vetieeieieeei ettt be e 45
4.2.2 ACIAOS Caf@OIIGUINICOS. ....ouiveieceecececeecece et 46
B.2.3 RULINMA ..ttt b ettt st be s bt naene s 54
4.3. QUANTIFICAGCAO DOS COMPOSTOS ..ot seesses s saesses s ssesasssees 55
4.4 ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) E ANALISE HIERARQUICA
DE AGRUPAMENTOS (HCA) ..ttt ettt st sttt sbe st 63
4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE .....cootitteeeteeteeetee ettt st sttt s 76
5. CONCLUSAO ......cvtreirmeiieeeee et ssssessse sttt bbbt 81
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot sassas s 84

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Foto ilustrativa da planta de erva-mate.............ccccevvviieiiie e, 13

Figura 2. Estrutura das metilxantinas. 2Acafeina, 2B: teobromina e 2C: teofilina

FESPECHIVAIMENTE. ..eiiiiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeees 18
Figura 3. Estrutura molecular dos derivados cafeoil.®o% | ... 19
Figura 4. Estrutura quimica da rutina®.............ccoooe oo, 20

Figura 5. Estrutura da fluoresceina (esquerda) e diclorofluoresceina (direita)™ .... 21

Figura 6. Diagrama variancias e PC’s adaptado de E. M. Humston, R. E. Synovec,

20110 et 28
Figura 7. Pré-processamento da matéria-primal. ...........cceevvveurviiiiieeeeeeeeeiniiieneeeeean 33
Figura 8. Fluxograma de operacdes erva-mate da Ervateira Baréo. ....................... 35
Figura 9. Fluxograma de operagfes cha mate tostado da Ervateira Baréo. ............ 36

Figura 10. Cromatograma obtido por HPLC-DAD correspondente ao método
desenvolvido (amostra premium): A - 272 nm; B — 325 nm; C — 353 nm; D -
sobreposicao dos trés comprimentos de onda, picos: 1 — teobromina; 2 — 3-CQA,; 3 -
cis-3-CQA ; 4 — 4-CQA ; 5 - 5-CQA; 6 — cafeina, 7 — 3,4-DI-CQA; 8 — 3,5-DI-CQA; 9
—rutina; 10 — 4,5-DI-CQA ; 11 = DI-CQA ..o, 43
Figura 11. Espectro de Massas do composto positivamente identificado (pico 1): A)
MS teobromina; B) MS? teobromina (a identificacdo dos compostos esta detalhada
NA TADEIA B) ..ceeiiiiiiiiiiiiiiieiee ettt 45
Figura 12. Espectro de massas do composto positivamente identificado (pico 6): A)
MS cafeina; B) MS? cafeina (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
TADEIA B) .. e ———— 46
Figura 13. Estrutura das quebras dos acidos cafeoilquinicos®..................cc......... 47
Figura 14. Espectro de massas do composto tentativamente identificado(pico 2): A)
MS do 3-CQA; B) MS? do 3-CQA (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
JIE= 10 1= = T ) 47
Figura 15. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 3): A)
MS do cis-3-CQA; B) MS? do cis-3-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada Na TADEIA 6) ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 48

] VI
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Figura 16. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (Pico 4):A)
MS do 4-CQA; B) MS? do 4-CQA (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
TADEIA B) ..ot 49
Figura 17. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 5): A)
MS 5-CQA; B) MS? 5-CQA(a identificacdo dos compostos esta detalhada na Tabela

Figura 18. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 7): A)
MS do 3,4-DI-CQA; B) MS? do 3,4-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada Na TabEla B) ........ccooiiiiiiiiiiii e 51
Figura 19. Espectro de massas do composto tentativamente identificado( pico 8): A)
MS do 3,5-DI-CQA : B) MS? do 3,5-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada Na TaDEIA 6) ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 52
Figura 20. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (pico 10):
A) MS do 4,5-DI-CQA ; B) MS? do 4,5-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada Na TaDEIA 6) ........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiii e 53
Figura 21. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (pico 11):
A) MS do DI-CQA; B) MS? do DI-CQA(a identificacéio dos compostos esta detalhada
=T 1= T 1= = T ) USSP 54
Figura 22. Espectro de massas do composto positivamente identificado (Pico 9 :A)
MS rutina; B) MS? rutina (a identificacdo dos compostos esta detalhada na Tabela 6)

................................................................................................................................. 55
Figura 23. Dendograma de todas as amostras de erva-mate analisadas................ 64
Figura 24. A) PC1 x PC2 de todas as amostras analisadas; B) PC1 x PC3 de todas
as amostras analisadas; C) PC2 x PC3 de todas as amostras analisadas .............. 66
Figura 25. Distribuicdo de componentes X VariancCia ............cceuvvvveeviiiiieiiiiieeeeeeeennen. 67

Figura 26. A) PC1 x PC2 amostras de erva-mate durante o processamento B) PC1
x PC3 amostras de erva-mate durante o processamento C) PC2 x PC3 amostras de
erva-mate durante 0 ProCESSAMENTO ... ..uuuuuuuuuriririiiiiiiiieiteiaaebbbabbebbabbebbbb e eaeaaae 68
Figura 27. Componentes prinCipais X VAranCia ...........ccuuvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeen 70
Figura 28. A) PC1 x PC2 Ervas-mate prontas para consumo; B) PC1 x PC3 Ervas-
mate prontas para consumo; C) PC2 x PC3 Ervas-mate prontas para consumo..... 71
Figura 29. A) PC1 x PC2 das amostras de erva-mate prontas para consumo por tipo
de cultivo nativa (em vermelho) vs. plantada (em verde) B) PC2 x PC3 das amostras

] VI
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

de erva-mate prontas para consumo por tipo de cultivo nativa (em vermelho) vs.
plantada (em verde) das amostras de erva-mate prontas para 0 consumo. ............ 73
Figura 30. A) PC1 x PC2 das amostras de erva-mate prontas para o consumo
divididas por tipo de secador o qual foram submetidas: secador rotativo com fumaga
(em vermelho) vs. secador em esteira sem fumaca (em verde) B) PC2 x das
amostras de erva-mate prontas para o consumo divididas por tipo de secador o qual
foram submetidas: secador rotativo com fumaca (em vermelho) vs. secador em
esteira sem fumagca (EM VEITE). ......uuiii it e e e e e e e eeeeees 75
Figura 31. Dendograma com resultados de atividade antioxidante ......................... 78
Figura 32. PC1 X PC2 concentracdo de acidos cafeoilquinicos e atividade

2 1] (100 ([0 F=1 0 | (= U T TR 79

] VIl
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Fluxo de processamento da erva-mate (adaptado de Junior e

colaboradores 2016).220 ... e 11
Tabela 2. Pesquisa Agricola Municipal de 2013.28 ..., 15
Tabela 3. Composicdo de porcdo de mate (62,5 g de folhas secas) considerada
como a média usada diariamente pelos consumidores®? .............ccocoveveeeoveceeeennn, 16
Tabela 5. Extracdes de polifendis e metilxantinas apresentados na literatura......... 23

Tabela 6. Compostos identificados positivamente e tentativamente no extrato de
amostras de erva-mate obtido por UAE. ...........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 44

Tabela 7. Resultados dos ensaios de linearidade, limite de deteccdo e limite de

(o [U =T g1 o= Vo= Lo 1RSSR 57
Tabela 8. Repetitividade instrumental (PreciS80) ..., 58
Tabela 9. Recuperacdo do método de eXtragao ..........cceeeeeeeeeeeeiiiee e 58

Tabela 10. Concentracdo das metilxantinas e rutina (mg.g™) nas diferentes amostras
(0 oo V7= T 1 = = 59
Tabela 11. Concentracdo dos &cidos cafeoilquinicos (mg. g*) nas diferentes
AMOSIIAS 8 BIVA-MALE. ... .ccciiiieeeiiiiiii e e et e e e e e e e ettt s e e e e e e eeeesannn s e eeeeeeeaeenes 60
Tabela 12. Codigos das amostras de erva-mate na PCA ...........cvviiiiiiieeeeeeeeiiinnn, 63

Tabela 13. Concentracgéo total de &cidos cafeoilquinicos e atividade antioxidante.. 77

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

3,4-DI-CQA Acido-3,4-di-cafeoilquinico
3,5-DI-CQA Acido-3,5-di-cafeoilquinico
3-cis-CQA  Acido-cis-3-cafeoilquinico

3-CQA Acido-3-cafeoilquinico
4,5-DI-CQA Acido-4,5-di-cafeoilquinico
4-CQA Acido-4-cafeoilquinico
5-CQA Acido-5-cafeoilquinico
ACN Acetonitrila
ASE Accelerated Solvent Extraction
B-PE B-ficoeritrina
C-3-G Cianidina-3-glucosideo
CAF Cafeina
Camb Cambona
CambV Cambona embalada a Vacuo
Cha Ché mate tostado
Cl lonizagdo quimica
CID Dissociacédo Induzida por Coliséo
Conc Concentragao
CVv Coeficiente de variacao
DAD Diode Array Detector
Sequestro do radical 2,2-difenil-14-picril-
DPPH hidrazil
EAM Extracdo Assistida por Microondas
EAS Extracdo Acelerada por Solvente
EAU Extracdo assistida por Ultrassom
El lonizacao eletrbnica
ESI Electrospray lonization
EUA Os Estados Unidos da América
FL Fluoresceina
GAE Equivalente Acido galico
HCA Andalise por agrupamentos
HPLC High Performance Liquid Chromatography
LD Limite de Deteccao
LQ Limite de Quantificacédo
MeOH Metanol
MS Mass Spectrometer
NatSF Nativa Secador Esteira Sem Fumaca
NI N&o Informado
ORAC Oxygen Radical Absorbance Capacity
Org Organica
PCA Andlise por componentes principais
PDO Peroxidase

Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

PFO
Pic
PicTer
PlanCF
PLE

Prem

r2

R-PE
RSD
RUT
SapNat
SapPlan
SFE
SLE

TE
TEOB
Ter
TOF
TPC
Trad
TSP
UAE
Uru
VerNat
VerPlan
A

Polifenoxidase

Picolo

Picolo Tereré

Plantada Secador Rotativo Com Fumaca
Extracdo por Liquido Pressurizado
Premium

Coeficiente de determinacéo
R-ficoeritrina

Relative Standard Deviation
Rutina

Sapecada Nativa

Sapecada Plantada
Supercritid Fluid Extraction
Solid Liquid Extraction
Equivalente Trolox
Teobromina

Tereré

Time Of Flight

Total Phenolic content
Tradicional

Termospray

Ultrasound Assisted Extraction
Tipo Uruguai

Verde Nativa

Verde Plantada
Comprimento de onda

Milena Mallmann

Xl



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

RESUMO

Esta pesquisa teve por objetivo estudar a influéncia do tipo de plantio ( crescimento
a pleno sol e sombra) e etapas do processamento industrial (secagem, sapeco e
torrefacdo) sobre duas classes de compostos (metilxantinas e compostos fendlicos)
e potencial antioxidante da erva-mate provenientes da ervateira Bardo. A extracao
dos compostos foi realizada pela técnica de ultrassom. A LC-DAD e LC/MS" foi
utilizada para a caracterizagdo e quantificacdo dos extratos e a atividade
antioxidante foi medida utilizando-se do método ORAC (oxygen radical absorbance
capacity). Foram identificados 11 compostos dentre os quais, 8 puderam ser
guantificados. Os teores de teobromina obtidos ficaram na faixa entre 1,12 a 3,09
mg.g™, para a cafeina entre 6,12 a 28,99 mg.g™-, para rutina entre 1,07 a 5,54 mg.g’
! e para o é4cido clorogénico entre 5,60 a 33,14 mg.g*. Os derivados do Aacido
clorogénico também foram identificados e a quantificacdo dos mesmos foi realizada
por equivaléncia ao acido clorogénico, os resultados obtidos ficaram entre 4,08 e
43,16 mg.g™ para o 3-CQA, 0,11 e 1,85 mg.g™ para o 4-CQA, 0,96 e 8,92 mg.g™
para o 3,4-DI-CQA, 3,46 e 57,81 mg.g™ para o 3,5-DI-CQA e 1,09 e 24,75 mg.g™
para o 4,5-DI-CQA. Os resultados obtidos foram analisados por componente
principal resultando em trés componentes principais correspondendo a
aproximadamente 90% da variancia total. Foi possivel observar diferenca entre as
amostras verdes plantada (ao pleno sol) e nativa (a sombra), e entre as amostras de
secador esteira sem fumaca e secador rotativo com fumaca tanto nas amostras que
estavam passando pelo processo de industrializacdo quanto nas amostras prontas
para consumo, salientando que o tipo de plantio e de secagem influencia na
composi¢do quimica das amostras. A amostra de ch& tostado ficou isolada das
demais, observando, portanto, que a etapa de tostagem da erva também pode
modificar a composicdo em relacdo aos compostos bioativos. Os compostos
marjoritarios em todas as amostras analisadas foram os acidos cafeoilquinicos. A
amostra mais rica em metilxantina e acidos cafeoilquinicos foi a erva-mate nativa
sapecada, e a amostra mais rica no flavonoide rutina foi a amostra pronta para
consumo de tereré natural. Neste estudo foi observado que quanto maior a
concentracédo de &cidos cafeoilquinicos maior foi a atividade antioxidante, a erva-

mate nativa sapecada apresentou a maior atividade antioxidante.
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ABSTRACT

This research had the objective of study of influence about cultivation (sunshine
growing and shadow growing) and industrial process steps (drying, zapeco and
toasting) about two classes of compounds (methylxanthines and phenolic
compounds) and antioxidant potential of yerba mate from Bar&o industry. Compound
extraction was made by ultrasound technique. LC-DAD and LC/MS" was used to
characterization and quantification, antioxidant capacity was measured by ORAC
method (oxygen radical absorbance capacity). It was identified 11 compounds and 8
have been quantified. Theobromine contents was between 1.12 to 3.09 mg.g*,
caffeine was between 6.12 and 28.99 mg.g™, rutine was between 1.07 and 5.54
mg.g™, and chlorogenic acid was between 5.6 and 33.14 mg.g™. Chlorogenic acid
derivatives was identified and quantified by equivalence to chlorogenic acid, results
were between 4.08 and 43.16 mg.g™ to 3-CQA, 0.11 and 1.85 mg.g™* to 4-CQA, 0.96
and 8.92 mg.g™ to 3,4-DI-CQA, 3,46 and 57,81 mg.g™* to 3,5-DI-CQA and 1.09 and
24.75 mg.g" to 4,5-DI-CQA. Results were analyzed by principal component and
three principal components were able to explain almost 90% of total variance
between samples. It was possible to observe differences between green samples
that was planted (sun cultivation) or native (shadow cultivation). It was possible to
observe differences between samples that were drying in rotative drier and normal
drier, suggesting that kind of cultivation and way to dry have influence in bioactive
composition. Toasted tea sample was isolated, suggesting that toasting step have
influence in bioactive composition too. Major compounds in all samples were CQA’s.
Sample richer in methyl xanthine and cafeoilquinic acid was native and zapecada,
and sample richer in rutin was the sample ready to consumption nature tereré. In this
study it was possible to observe that when more cafeoilquinic acids concentration,
bigger is the antioxidant activity, native and zapecada sample presented the bigger

antioxidant activity.
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1. INTRODUCAO

A erva-mate €, antes de tudo, um elemento histérico unificador na América do
Sul subtropical tendo sido sugerido que a mesma fosse utilizada como simbolo desta
regido, por se tratar da regido do planeta onde ela ocorre naturalmente e tem cultivo
de expressdo econémica. Por um longo periodo a erva-mate foi o primeiro produto
das exportacdes brasileiras e a sua producdo ainda se constitui numa das principais
fontes de renda e de emprego, especialmente para 0s pequenos e medios
produtores da regido de ocorréncia da espécie.l!

Em adicdo as questbes ja referidas, salienta-se que h& hoje uma grande
oferta desse produto (erva-mate), que juntamente com um mercado relativamente
restrito, tem incentivado a busca ndo apenas de melhorias nas qualidades dos
produtos em exploracdo, como também a busca de novas formas de aproveitamento
da erva-mate.™

A erva-mate é conhecida por terem sido identificados um grande ndmero de
compostos bioativos, os quais sdo responsaveis por seus beneficios!?, tornando-a
um oOtimo produto para ser explorado. Com o aumento do desenvolvimento de
produtos nos mercados de bebidas, cosméticos, medicamentos e higiene derivados
da erva-mate, seu potencial tornou-se visivel, aumentando o numero estudos
fitoquimicos para conhecer e explorar ainda mais o potencial da planta. No Ministério
da Saude no Brasil hd o registro de 14 preparacdes derivadas da planta e na
Alemanha existem 452 produtos comerciais & base desta espécie.*™ De varios
compostos conhecidos e responsaveis pelas propriedades benéficas da erva-mate,
destacam-se dois em maior quantidade, os polifendis (derivados do &cido
clorogénico) e as metilxantinas (teobromina e cafeina).”?

Muitas das propriedades de produtos provenientes de plantas sdo associadas
com a presencga de compostos fendlicos, conhecidos por diminuir a incidéncia de
cancer e doencas cardiovasculares. Esses compostos também podem ser
empregados no processamento de alimentos como antioxidante natural, prevenindo
a peroxidacado de lipideos, o que € uma das principais causas de deterioracdo dos
alimentos.® A atividade antioxidante da erva-mate vem sendo estudada e se

mostrando importante caracteristica da planta.®
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A tendéncia de mercado de demanda por produtos organicos pode ser
atrelada a um ganho de valor agregado para a erva-mate quando a forma de cultivo
obedece a principios de sustentabilidade naturais do sistema e as exigéncias dos
processos de adubac&o e outros fatores determinantes sdo cumpridas.® Ha também
uma grande oferta da erva-mate, devido ao volume produzido, o que incentiva novas
formas de aproveitamento e a busca da melhoria da qualidade dos produtos.!”®

No Brasil, mais especificamente na regido sul, a producdo de erva-mate é
destinada cerca de 90% para chimarrdo e os 10% restantes para outras
preparacoes.®! A erva-mate necessita passar por um processo de beneficiamento
basico para ser utilizada como chimarrdo. Esse processo é constituido pelas etapas
de colheita, recepcdo, sapeco ou brangueamento, secagem, trituracao,
classificacdo, armazenamento, moagem, mistura, embalagem e expedicdo.”! Este
processo de beneficiamento e suas etapas alteram a composicdo quimica da erva-
mate, assim como o tipo de cultivo, clima e condi¢cdes agrondmicas.*?

Diante do exposto, a presente pesquisa consiste na avaliagao da influéncia do
tipo de cultivo, dos diferentes tipos de secadores, e das etapas de processamento
industrial (secagem, sapeco e torrefacdo) de amostras provenientes de uma mesma
indUstria sobre duas classes de compostos bioativos presentes na erva-mate: as

metilxantinas e compostos fendlicos.

1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do tipo de plantio (crescimento a pleno sol e sombra),
etapas do processamento industrial (secagem, sapeco e torrefacdo) e dos diferentes
tipos de secadores sobre duas classes de compostos (metilxantinas e compostos

fendlicos) e potencial antioxidante da erva-mate.

1.1.2. Objetivos Especificos

- Extrair compostos fenolicos e metilxaninas de diferentes amostras de erva-

mate utilizando a técnica de extragédo assistida por ultrassom (EAU);
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- Identificar tentativamente e por meio de padrdes, os compostos bioativos
dos extratos das amostras utilizando a técnica de HPLC-DAD-MS";

- Quantificar por meio de calibracdo externa os compostos identificados no
extrato obtido utilizando a técnica de HPLC-DAD-MS";

- Determinar a atividade antioxidante dessas amostras por ORAC;

- Realizar analise por componentes principais para verificar as principais
variacbes das amostras estudadas;

- Verificar as tendéncias da quantidade de acidos cafeoilquinicos (CQA’s) em

relacdo a atividade antioxidante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ERVA-MATE

O maior numero de espécies pertencentes ao género llex, que possui cerca
de 500 espécies, encontra-se na regido tropical das Américas e Asia. A erva-mate,
llex paraguariensis A. St. Hil., também pertence a familia Aquifoliaceae, que possui
cerca de 600 espécies, e 60 delas ocorrem no Brasil. E uma planta caracteristica da
América do Sul subtropical.**4

A erva-mate ocorre no Nordeste da Argentina, Leste do Paraguai, Noroeste
do Uruguai e Brasil. No Brasil, ela pode ser encontrada nos estados do Mato Grosso
do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Sua area de ocorréncia natural
é de, aproximadamente, 450.000 km?, o que equivale a quase 5 % do territorio
brasileiro. A erva-mate tem preferéncia por solos medianamente profundos a
profundos, sobretudo nas altitudes compreendidas entre 500 e 1.000 metros,
podendo ser encontrada em regides situadas acima ou abaixo destes limites, de
maneira mais esparsa.™

No Brasil, os indios guaranis foram os primeiros a fazer o uso da erva-mate. A
tribo habitava a regido entre as bacias dos rios Parana, Paraguai e Uruguai sendo a
extracdo da erva-mate a principal atividade econémica nessa regido, entre meados
do século XVI e inicio do século XVII, época em que ocorreu colonizagdo espanhola
no local.®

A erva-mate é consumida como uma infusdo, sendo preparada em um
instrumento proveniente de um porongo, chamado cuia, e sorvido através de uma
bomba, instrumento parecido com um canudo, porém com aberturas menores para
filtrar as particulas de erva e feito de metal. Esta infusdo recebe o nome de

chimarrzo.l”!

2.1.1. Importancia da erva-mate

Aproximadamente 68 espécies do género llex estdo presentes no Brasil.* O

consumo de erva-mate, llex paraguariensis, como chimarrdo na regiao sul do Brasil
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e em paises que fazem fronteira com essa regido, como Argentina, Uruguai e
Paraguai, fazem desta um importante elemento histérico.™

O maior consumidor de chimarrdo é o estado do Rio Grande do Sul. Essa
bebida € h& muitos anos considerada uma tradicdo no Estado. A regido Sul
consome cerca de 90% da producdo de erva-mate para o chimarrdo. Os 10%
restantes s&o destinados para chas, mates soltveis entre outros.™

Diversas preparacfes farmacéuticas também levam erva-mate, tendo sido
incorporada a varias farmacopeias. Em fungcdo de suas propriedades estimulantes,
terapéuticas, anti-inflamatérias, antirreumaticas, tbnicas e diuréticas, existe
aproximadamente 14 preparacdes derivadas da erva-mate registradas no Ministério
da Saude no Brasil.!'¥Além disso, também podem ser obtidos corantes e
detergentes para uso hospitalar. No exterior essa planta tem mercado em funcao
das amplas possibilidades de aproveitamento. No Brasil ainda esta sendo
pesquisado a nivel laboratorial sobre esses detergentes e corantes.™

A erva-mate necessita passar por um beneficiamento basico para ser utilizada
como chimarrdo. Esse processo é constituido pelas etapas de colheita, recepcéo,
sapeco ou branqueamento, secagem, trituracdo, classificacdo, armazenamento,
moagem, mistura, embalagem e expedicdo. As etapas do beneficiamento podem ter
algumas variacdes de acordo com a regido.O processamento genérico e por regido
pode ser visualizado na Tabela 1.1

A etapa de sapeco ou branqueamento consiste em passar rapidamente 0s
ramos com folhas sobre as chamas do sapecador. Isto porque nas folhas da erva-
mate estao presentes enzimas polifenoxidase (PFO) e peroxidase (PDO), que foram
identificadas em 1928 por Senglet como sendo as responsaveis pelo escurecimento
das folhas. Essas enzimas oxidam os compostos fendlicos ao retirar as folhas da
planta e expd-las ao ar, escurecendo-a.™

Apés a inativagdo enzimatica que ocorre na etapa de sapeco, a erva-mate
passa pelo processo de secagem, responsavel pela retirada da umidade. Onde o
material entra com 25% de umidade e sai com umidade em torno de 5%, Esta
etapa € importante pois 0 excesso de umidade pode ocasionar deterioracdo
microbioldgica.?”

O processo de secagem pode ser realizado de duas formas: por secador

rotativo, onde o produto permanece em contato direto com a fumaca por
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aproximadamente 30 minutos, entrando com temperatura de 350 °C e saindo com
temperatura de 110 °C, ou por secador de esteira, onde o produto permanece 3
horas e a temperatura varia entre 90 °C e 110 °C, ou seja, a temperatura neste
segundo tipo de secagem tem maior uniformidade.*? Desta forma, percebe-se que a
temperatura influencia no tempo de secagem o0 que pode contribuir para a
composicao quimica do produto final.

ApG6s a secagem, o produto é fragmentado reduzindo o tamanho das
particulas, cujo processo recebe o nome de cancheamento. Além de reduzir o
volume, aumenta a superficie exposta para que haja maior interacdo com a
atmosfera no caso de producdo de erva-mate para chimarrdo. A interacdo com
atmosfera ocorre durante a etapa de estacionamento das folhas cancheadas. Para a
producéo de chas o produto ndo passa pela etapa de estacionamento.®”

A etapa de estacionamento pode ser realizada de forma natural ou acelerada.
No estacionamento natural, o produto cancheado €& ensacado e colocado em
depdsitos por tempo de 6 meses a 2 anos. No método acelerado, o produto
cancheado é mantido em camaras de 30 a 60 dias com temperatura e umidade
relativa (UR) controladas: 60-65 °C e 50-60 % UR.”? O tempo e temperatura dos
processos pode variar de acordo com a regido. O processo de cada regido esta
descrito na Tabela 1.

Apés a etapa de estacionamento, o produto € moido em um socador até a
granulometria ideal do produto final, e entdo é realizada a mistura (blend)
caracteristica de cada produto, embalado e comercializado.

As etapas do processamento influenciam na composicdo quimica da erva-
mate. Um exemplo desta influéncia esta no fato de que a erva-mate verde tem uma
concentracdo significantemente mais baixa de principios ativos comparada a erva

apds o processo de sapeco e secagem.®!
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Tabela 1. Fluxo de processamento da erva-mate (adaptado de Junior e colaboradores 2016).1??

Produtos tradicionais

Colheita Branqueamento Secagem Envelhecimento

Produto

Fluxo de processos genérico

Folhas e caules sé&o As folhas sao rapidamente As folhas sao colocadas O produto é triturado em

coletados, ensacados aquecidas em um cilindro em um cilindro rotat6rio ou particulas grandes e
e transportados para  rotatério, sob fogo de lenha  correia de secagem colocado para
a unidade de direto ou fogo de propano usando aquecimento ou envelhecer em camaras
processamento para desativar as enzimas aguecimento por fumaca de cimento ou cedro
de oxidacao filtrada ou aquecimento

sem filtracdo da fumaca

70 % de folhas 30
% de caules,
tamanho de
particula é
especificado para

cada produto

Processo especificamente brasileiro

Folhas e caules entre  Temperatura: 400 °C Correia de secagem 90- O produto seco é moido,
6 e 12 meses Tempo: 8 min 110 °C por 3 h cilindro embalado e vendido sem
rotatorio: 350 °C por 30 envelhecimento ou é
min envelhecido por 12
meses

Chimarrdo ou mate

Milena Mallmann
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Processo especificamente Argentino

Processa folhas

macias e caules

Temperatura: 500 °C Pré-secagem: 80-100 °C Natural: 9-12 meses a Mate
Tempo: 10 s a 3 min ou 120- 3-5min e secagem com temperatura ambiente ou
140 °C por 20-40 s sistema continuo de forcado: 62 dias a 69 °C

correia 90-110 °C por 2-3 49 % umidade
h 2-5 % de umidade

relativa

Processo especificamente Paraguaio

Processa folhas Temperatura: 500°C Tempo: Pré secagem: 80-100 °C Natural: 9-12 meses a Mate, mate cozido,
macias e caules 10 sa 3 min 3-5min temperatura ambiente tereré

Cha mate
Folhas e caules com  Temperatura: 400 °C Cilindro rotatério 350 °C/30 Tostagem: 120 °C/15 Ch& mate (mate
6-12 meses Tempo: 8 min min min tostado)

) 12
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2.1.3. Biologia reprodutiva

A erva-mate é uma planta didica e a polinizacdo é realizada por pequenos
insetos #*?°! e a dispersdo das sementes é feita por passaros, mais comumente
pelos sabias.

A floracdo da erva-mate ocorre de setembro a dezembro e a frutificacdo de
dezembro a abril em todo o pais. Somente aos cinco anos de idade os processos de
floracéo e frutificacdo séo iniciados em arvores provenientes de sementes, enquanto
as arvores de propagacdo vegetativa tém esses processos iniciados aos dois anos
de idade.™™!

A erva-mate foi classificada em 1820 pelo botanico Saint-Hillaire:

Divisao: Angiosperma
Classe: Dicotiledonea
Subclasse: Archichmydeae
Familia: Aquifoliceae

Género: llex

Espécie: llex paraguariensis A. St. Hill

Figura 1. Foto ilustrativa da planta de erva-mate

) 13
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2.1.3. Habitat e distribuic&do geogréfica

A erva-mate € encontrada no Brasil, regido leste do Paraguai, regido nordeste
da Argentina e noroeste do Uruguai. Sua area de ocorréncia atinge em torno de 540
mil km2*!, sendo Brasil, Argentina e Paraguai os trés principais produtores de erva-
mate. A producdo anual brasileira estimada é de 1,4 milhdes de toneladas, e desse
total, em torno de 65 mil toneladas (4,6%) sédo exportadas.

Mato Grosso do Sul, Parana, Rio Grande do Sul e Santa Catarina sdo os
estados onde a erva-mate € encontrada no Brasil, 0 que corresponde a uma area de
aproximadamente 450 mil km2 de ocorréncia, que equivale a cerca de 5 % do
territério nacional.*®

Em 2013 foram produzidas mais de 515 mil toneladas de erva-mate em uma
area colhida de aproximadamente 67 mil hectares, gerando uma produtividade
média de 7,6 toneladas/ha.?”’

O principal responsavel pela producédo de ervais cultivados ou a pleno sol com
265 mil toneladas, resultando em 52% do total é o Rio Grande do Sul, logo apo6s

esta o Parana com 195 mil toneladas, que representa 38%.%"]

] 14
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Tabela 2. Pesquisa Agricola Municipal de 2013.

(28]

Quantidade produzida de erva-mate verde (toneladas) PAM

Ano

2001
2002
2003
2004
2005
2006
2007
2008
2009
2010
2011
2012
2013

Part. total

Brasil

645.965
513.526
501.702
403.281
429.730
434.483
438.474
434.727
443.126
430.305
443.635
513.256
515.451
100%

PR
339.139
221.779
201.694
133.449
164.752
165.076
136.266
132.556
135.000
123.132
122.202
180.853
195.403
38%

SC
48.834
45.600
52474
37.577
37.629
35.292
37.909
41.890
46.254
43.266
45.614
69.064
50.740
10%

RS
252.045
240.252
238.949
222.884
218.982
229.569
259.317
256.352
258.651
260.413
272.719
260.866
265.515
52%

MS

5.947
5.895
8.585
9.371
8.367
4.546
4.982
3.929
3.221
3.494
3.100
2.473
3.793
1%

A extracdo de ervais nativos ou sombreados, no ano de 2013 resultou na

producdo de 344.594 toneladas de erva-mate e o Parana contribuiu com 74% dessa

producao, seguido por Santa Catarina com 20% e o Rio Grande do Sul com 6%.?®

Cerca de 600 municipios desenvolvem a atividade ervateira na regido sul,

tornando-a a maior produtora de erva-mate do Brasil, produzindo anualmente em

torno de 650 mil toneladas de folhas o que envolve cerca de 710 mil trabalhadores.®

Produtos derivados de erva-mate sdo consumidos em outros paises incluindo

EUA, Alemanha e Siria, para a producdao de chas e bebidas energéticas.

Recentemente, o consumo de produtos de erva-mate foi expandido para diferentes

paises (Espanha, Italia, Australia, Franca, Japdo, Coreia e RuUssia) por causa do

sabor e propriedades estimulantes.!

22]

2.1.4. Composic¢ado quimica da erva-mate

Milena Mallmann
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A composicdo quimica da erva-mate € muito complexa, apresentando
metilxantinas, saponinas, taninos, vitaminas, minerais, substancias aromaticas,
acidos graxos, terpenos, alcoois, cetonas, aldeidos, fendis, entre outros compostos.

[3,26,29-31]

Tabela 3. Composicdo de por¢gédo de mate (62,5 g de folhas secas) considerada
como a média usada diariamente pelos consumidores??

Constituintes Conteldo

Nutrientes (g)

Proteinas (Nx5,75) 0,8
Carboidatros 6,5
Gorduras totais 0,5

Minerais (mg)

Potassio 679 + 58
Magnésio 185+ 16
Enxofre 599
Caélcio 44 + 13
Fosforo 41+8
Manganés 343
Zinco 2,26 +0,12
Ferro 0,33+ 0,02
Cobre 0,29+0,14

Vitaminas (mg)

Vitamina C 15
Vitamina B1 3,6
Vitamina B2 1,2
Vitamina B6 0,47

Fitoquimicos® (mg)

Polifenois 3767-4085
Metilxantinas 303-962
Saponinas 50-146

% Estimado das tabelas de material

suplementar

) 16
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Diversas substancias fitoquimicas foram identificadas na erva-mate como
responsaveis pelos seus beneficios, tais como os polifendis (acido clorogénico,
acido cafeico, acido 3,4-dicafeilalquinico e acido 3,5-dicafeilalquinico) e as xantinas
(cafeina e teobromina) obtidos a partir dos alcaloides, flavonoides (quercetina,
caempferol e rutina), aminoacidos, minerais (P, Fe e Ca), e vitaminas (C, B1, e
B2).”) A essa composicdo atribui-se a grande gama de propriedades que ela
apresenta: antioxidante, antiobesidade, antidiabético, diurético, quimiopreventivo,
estimulante. 2

Além dos compostos ja citados, foi identificada a presenca de saponinas, que
sd30 mais amargas e altamente soltveis em agua.”” As folhas de erva mate contém
quantidade de saponinas relativamente alta, de 5 a 10% do peso secol?.

| 331

Puangraphant et a guantificaram e purificaram saponinas de folhas de erva-mate

secas e obtiveram de 10 a 15 mg.g™ de saponinas totais do peso seco.

Devido a alta atividade biolégica da erva-mate e grande concentracdo de
compostos ativos, o extrato de erva-mate tem sido aplicado em outros alimentos e
suplementos. Diversos estudos foram realizados para comprovar as propriedades

das substancias presentes na erva-mate. 263234431

2.1.4.1 Alcaloides

As xantinas, pertencentes a classe dos alcaloides, encontradas na erva-mate
sao teofilina (1,3-dimetilxantina), teobromina (3,7-dimetilxantina) e cafeina (1,3,7-
trimetilxantina), esta ultima é encontrada em maior quantidade, cerca de 1 a 2% do
peso total das folhas secas, seguida da teobromina com 0,3 a 0,9% do peso total
das folhas secas.*®! O método de consumo da erva-mate influencia a quantidade de
xantinas extraidas.*? As maiores quantidades de xantinas sdo extraidas com
infusdes parciais com agua quente.’” A quantidade de cafeina presente em uma
xicara de erva-mate (78 mg) é similar ao encontrado em uma xicara de café (85mg);
entretanto, o método tipico de consumo da erva-mate envolve repetidas adi¢cdes de
agua quente o que pode acrescentar até 260 mg de cafeina.?

A estrutura das metilxantinas pode ser visualizada na Figura 2.

] 17
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Figura 2. Estrutura das metilxantinas. 2Acafeina, 2B: teobromina e 2C: teofilina
respectivamente.

Dentre as metilxantinas, a cafeina destaca-se por ser mais estudada,
possuindo propriedades estimulantes do sistema nervoso central.*”’ Além da
propriedade estimulante, a cafeina apresenta atividade antioxidante, anti-inflamatoria
e antiapoptétical*®, vasoconstritora periférica, relaxante muscular e estimulante do
miocardio.*® A industria de cosméticos usaa cafeina em produtos com acéo
anticelulite, por aumentar a microcirculacdo do sangue, e em produtos capilares, por

estimular o crescimento de cabelo.”]

2.1.4.2 Polifendis

Os polifendis sdo moléculas que possuem o grupo aromatico ligado a grupos
hidroxila. Os métodos descritos na literarura cientifica para determinar o contetdo de
polifendis s&o: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography), e para identificar o teor total de polifendis
(TPC): tirosinase, biosensor e Folin Ciocalteau.!#?23?

Os acidos clorogénicos (CGA, do inglés chlorogenic acids) sdo uma familia de
ésteres formados entre os &cidos trans-cindmicos (acido cafeico, ferdlico, p-
cumarico) e acido quinico®>", os quais pertencem a ampla classe denominada
polifendis.

O grupo de acidos clorogénicos mais abundante na natureza € o de acidos
cafeoilquinicos (CQA). Os CQA’s sdo formados pela esterificagdo de uma molécula
de acido cafeico com uma molécula de acido quinico. Os produtos desta reacdo sao
os isdbmeros 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA. Se a reacado ocorre entre dois residuos de
acido cafeico e um residuo de acido quinico, os produtos formados sdo o 3,4-DlI-

CQA, 3,5-DI-CQA e 4,5-DI-CQA. %>7]
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Em média, cada grama de folhas gera em torno de 92 mg de &cido
clorogénico. A concentracdo de polifendis mostra forte correlacdo com a capacidade
antioxidante.

Utilizando o método DPPH , 7,73 + 0,15mg de Aacido clorogénico .mL™ de
extrato aquoso apresenta em torno de 90,45 + 0,22% de inibicdo de radicais livres!

Segundo Turkmen et al®® utiizando como solvente uma solucéo
adgua:acetona (1:1), h4 uma maior eficiéncia de extracdo de polifendis.

Os derivados cafeoil séo o acido cafeico, acidos 3,5-dicafeoilquinico (3,5-DI-

CQA) e 4,5-dicafeoilquinico (4,5-DI-CQA).

Nome e abreviacao R; Rs Rs
acido-3-o-cafeoilquinico (3-CQA) C
acido-5-o-cafeoilquinico (5-CQA) H
acido-4-o-cafeoilquinico (4-CQA) H

acido-3,4-di-o-cafeoilquinico (3,4-DI-CQA) C
acido-3,5-di-o-cafeoilquinico (3,5-DI-CQA) C
acido-4,5-di-o-cafeoilquinico (4,5-DI-CQA) H

OITOOIT
OOIIOI

OR
6 5
Q 2OR,
HO’ 2 3
OH  OR,

Figura 3. Estrutura molecular dos derivados cafeoil.>*

Os derivados cafeoil podem ser analisados por HPLC e espectrometria UV no
comprimento de onda 330 nm e também HPLC acoplada ao detector de arranjo de
diodos (DAD, do inglés Diode Array Detection) com absor¢des em 242, 228 e 330
nm.?

Segundo Filip et al®®, os teores de acidos cafeoil sdo correlacionados com
acido clorogénico numa concentracdo de 6,9+0,09 mg.g* de folhas secas ao se

determinar o teor dos mesmos por HPLC VWD com leituras em 330nm.
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Os flavonoides encontrados na erva-mate, como por exemplo a rutina, sao
estudados por suas propriedades quimiopreventivas. Mesmo sendo encontrada em
baixas concentra¢des, podem contribuir para seu potencial anticancer. ?

A estrutura quimica da rutina esta representada na Figura 4.

OH OH

OH
OH

Figura 4. Estrutura quimica da rutina!®®

A rutina pode ser associada a protecdo das membranas celulares,
lipoproteinas e DNA >8]

2.1.4.3 Atividade Antioxidante da erva-mate

A propriedade antioxidante foi estudada e publicada nos anos de 1995 por
Gugliucci e Stahl mostrando que os extratos aquosos de llex paraguariensis
apresentavam a propriedade de inibir a oxidac&o lipidica.’®™ Em 1998MY 200085¢,
2006 6263 20078 20101° também foram publicados trabalhos cientificos sobre a
propriedade antioxidante. Demais propriedades da erva-mate foram estudadas e
publicadas: propriedade antiobesidade foi publicada em 20013"! antidiabético em
200558 diurético em 2005, estimulante em 1998 e 20002%%! e antimicrobiano
nos anos de 1993*¥, 20001*%], 2007"4, 2008!**! e 2011132

A influéncia das etapas de processamento da erva-mate pode afetar a
concentracdo de compostos bioativos. Foram publicados trabalhos cientificos em
que se verificou o aumento das concentracdes do acido clorogénico e seus
derivados, cafeina, teobromina e rutina na etapa de sapeco e secagem com relacao
as folhas verdes.® Somente a cafeina sofre um decréscimo na concentracdo

durante a etapa de secagem. Acredita-se que o aumento da concentracdo de
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cafeina durante o sapeco seja devido as reacfes de degradacao que envolvem os
acidos nucleicos deixando as purinas liberadas para a reacdo de sintese da
cafeina.l’”!

A atividade antioxidante de substancias naturais tem como fator determinante
a solubilidade dos compostos, pois existe uma tendéncia denominada paradoxo
antioxidante em gue se observa que os antioxidantes lipofilicos tem melhor eficiéncia
em alimentos com grande concentracdo de agua, enquanto os antioxidantes polares
sdo mais efetivos em 6leo.[®®

A fim de comprovar a atividade antioxidante em substratos organicos, alguns
meétodos sdo comumente utilizados, como o sequestro do radical 2,2-difenil-14-picril-
hidrazil (DPPH) que é um método colorimétrico, ou o sequestro do radical peroxil
(ORAC, do inglés Oxygen Radical Absorbance Capacity), um método
fluorimétrico.®

O método ORAC é baseado na propriedade fluorescente da proteina B-
ficoeritrina (B-PE) que foi primeiramente isolada de Porphyridium cruentum, e da
proteina R-ficoeritrina (R-PE) isolada de algas vermelhas.

No ensaio, o radical peroxil € gerado pela reacdo de APPH [dicloreto de 2,2’-
azobis(2-amidinopropano)] com oxigénio atmosférico. O resultado desta reacdo €&
um produto néo fluorescente que pode ser medido por espectrofotometria com
maxima emissao de fluorescéncia em 575 nm (B-PE) e 578 nm (R-PE) através do

decaimento da fluorescéncia inicial.l’

A inibicdo da oxidacdo, medida pelo
decaimento da fluorescéncia com adi¢do da substancia antioxidante em funcéo do
tempo, avaliada pela atividade antioxidante que € determinanda pela diferenca entre
area da amostra e area do branco (amostra sem antioxidante presente).®

Devido a limitagdes de fotossensibilidade e alta variabilidade na utilizacdo da
proteina B-PE (B-ficoeritrina), Ou et al "(2001) a substituiram por fluoresceina (FL),

tornando o ensaio mais barato, reprodutivel e robusto (ORACFL).

HOW?A ()\:/, D HO.__ »
B e T e
\
/\\{ s COOH
L

Figura 5. Estrutura da fluoresceina (esquerda) e diclorofluoresceina (direita)!""
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Para a quantificacdo utiliza-se Trolox em concentracdes conhecidas, que

geram uma curva padrao permitindo calcular a atividade ORAC ou equivalentes de

[72731 O método oferece informacdes sobre a capacidade antioxidante de

[74-78]

Trolox.

alimentos, frutas, extratos vegetais e substancias isoladas.

2.2. TECNICAS DE EXTRACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS

Diversos métodos de extracdo de polifendis e metilxantinas em erva-mate
foram testados. Em varios estudos foi utilizada a mistura de agua e metanol em
proporc¢des variadas para extrair estes componentes conforme pode ser observado
na Tabela 5.
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Tabela 4. Extracdes de polifendis e metilxantinas apresentados na literatura

Solvente Tipo de extracéo T((C) Tempo de Quantificacéo Determinacéo Ref
extragdo (min)

61% etanol refluxo 71 103 TPC?% 31,1+-1,2 mg GAE” / mL de extrato  RP-HPLC/UV 17l

H,O agitacéo 95 3 TPC® 1,915 mg GAE® / mL de extrato HPLC [50]

MeOH:H,0 NI° NI° NI NI° UPLC-PDA-MS @&

H,O 100°C NI° NI° NI NI° HPLC [39]

40%MeOH NI® NI® NI° 3,4 DI-CQA: 81,9 mg/100 g amostra; HPLC/UV e [52]

3,5 DI-CQA: 145,0 mg/100 g de amostra;
4,5 DI-CQA: 242,8 mg/100 g de amostra.

H,O infusdo 95 NI¢ NI¢

H,O refluxo NI¢ 20 NI¢

H,O infusdo 98 10 NI®

H,O infusdo 85 5 NI¢

EtOH:H,O(70:30) maceracgao NI® NI° NI®

MeOH 70% viv soxhlet NI® 20 TPC* 1,7 e de 3a 3,5%

MeOH 80% v/v ultrassom NI¢ 10 TPC® 5,21 g GAE"/100g de amostra

LC/DAD ESI-MS

HPLC/UV e
LC/DAD ESI-MS

HPLC
Folin Ciocalteau
HPLC
HPLC
HPLC
HPLC

[52]

(81]

[82]

[40]

(58]

[83]

[40]

2 Concentracdo total de polifendis (Total Poliphenol Content); ® Equivalente de &acido galico; ¢ N&o informado

Milena Mallmann
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A eficiéncia na extracdo de compostos bioativos em plantas depende de
varios parametros como temperatura, tempo, polaridade do solvente, pH, entre
outros, e seus efeitos podem ser independentes ou interativos®.

Como métodos comumente utilizados para extracdo de compostos bioativos
pode-se citar os convencionais: extragcdo por soxhlet e maceragcdo; e os métodos
mais recentes: extracdo por micro-ondas e extracdo assistida por ultrassom.

A extracdo convencional, que foi usada por muitos anos, é normalmente feita
com refluxo a 90 °C por muitas horas ou maceracdo com solvente por dias a
temperatura ambiente. Esses métodos sdo demorados além de necessitarem de
grandes quantidades de solvente. Recentemente os métodos de extracdo assistida
por ultrassom e extracdo por micro-ondas vém sendo utilizados para compostos
fendlicos.® Um exemplo disso é a extracdo de uma variedade de classes de
compostos fenolicos de diferentes matrizes com a utilizacdo do micro-ondas como:
bagaco de macal®®, framboesal®”, folhas de cha verde®!, semente de uval®®, farelo
de trigo.”” Esta técnica também pode ser utilizada sem solvente®® no caso de
6leos essenciais, e também com micro-ondas portatil.*?

O ultrassom comecou a ser utilizado para a extracdo de polissacarideos de
plantas em 1995. Depois disso, houve um aumento de publicacbes utilizando o
ultrassom para a extracao de principios ativos de plantas e compostos organicos de
diferentes matrizes, sendo possivel a reducdo do tempo de extracdo de 3 a 10
vezes.®! Como exemplo de extracbes em diversas matrizes podem ser citados:
compostos fendlicos em cremes cosméticos, acidos organicos em uvas, polifendis
em morangos, isoflavonas em soja, capseicinoides de pimenta.®%°¢ A técnica
promove a diminuicdo do tempo e o incremento na eficiéncia de extracéo, reduzindo
as quantidades de solventes, tempo e energia, tornando-a uma técnica de extracao
ambientalmente amigavel.[®”!

Abaixo podem ser observados alguns trabalhos que foram realizados
utilizando a extragcéo assistida por ultrassom em matrizes de plantas:

Qu et al" desenvolveram um método utilizando ultrassom e metanol em
comparacdo ao método por soxhlet, para a extracdo de sulfonato de alquilbenzeno
linear (LAS) em tecidos de plantas (caules e folhas de arroz). As suas vantagens em
relacdo a extragdo de Soxhlet foram velocidade, o consumo de menos solvente, e

exigéncia de menor quantidade de amostra.'°®
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Utilizando a extracdo assistida por ultrassom (EAU) para extrair compostos
fendlicos e antocianinas do bagaco da producdo de vinho de mirtilo, houve um
acréscimo no rendimento da extracdo comparado ao método de extracdo
convencional por solvente. Com as condi¢des da UAE otimizadas em 61,03 °C,
23,67 min e razdo solvente/sélido de 21,7 mL . g™ de bagaco, foi possivel obter a
melhor concentracdo das substancias: 4,11 mg C3G (cianidina-3-o-glucosideo) . g*
de bagaco e 16,01 mg GAE (equivalente &cido galico) . g* de bagaco contra a
extracdo convencional que obteve apenas 1,72 mg C3G . g de bagaco e 5,08 mg
GAE . g™ de bagaco.!™

Para extrair acido clorogénico da alcachofra, o método de EAU pode ser
considerado comparavel ao método de refluxo, sendo utilizada para EAU a
temperatura ambiente por 15 minutos, enquanto a extracéo por refluxo é feita por 30
minutos. A concentracdo de acido clorogénico extraida fica em torno de 7 mg de
acido clorogénico . g* de folhas secas.®

A extracdo assistida por ultrassom também foi utilizada para extrair
compostos fendlicos e antocianinas de melaco de beterraba, sendo obtidas as
melhores condi¢cdes de extracdo com temperatura entre 41 e 48 °C, tempo de
extracdo entre 66 e 73 min e solucao extrativa de 57 a 63 % de etanol v/v acidificado
com 1,55 a 1,72 mol.L™* de HCI. Com estas condi¢8es foram obtidos concentracées
de 17,36 mg GAE (equivalente &cido galico). 100 mL™ de extrato de melaco; 16,66
mg TE (equivalente trolox) . g™ de extrato de melaco e 31,81 mg C3G (cianidina-3-o-
glucosideo) . 100 mL™ de extrato de melago.**”

Oito compostos bioativos foram extraidos de flores de crisantemo secas
utilizando ultrassom, sendo as condi¢cdes de extracdo otimizadas para uma solugéo
extrativa 65,24% metanol, tempo de extracdo de 21,93 min e razao liquido/sélido de
30,44 mL . g. Dentre os compostos extraidos encontram-se o 5-CQA e o 3,5-DI-
CQA.[lol]

O ultrassom também foi utilizado na extracdo de capseicinoides de pimenta,
obtendo melhores condicbes de extracao utilizando metanol como solvente por 10

min a 50 °C e razao liquido/ sélido de 25 mL . g** de pimenta.l**
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2.3. METODOS DE ANALISE DE COMPOSTOS BIOATIVOS

As cromatografia liquida de alta eficiéncia é amplamente utilizada para a
determinacdo de compostos bioativos presentes em matrizes complexas, com alto
grau de resolucdo mesmo em extratos contendo grande numero de compostos
bioativos e termicamente instaveis. 5103104

Como exemplo da utilizacdo desta técnica, pode-se citar a determinacdo de
capseicinoides em pimenta™®, compostos bioativos em flores de crisantemo*®,

compostos fendlicos em produtos feitos com maca 1%

, compostos bioativos em
cafél®. A fragmentacdo de dezoito acidos clorogénicos em extrato metandlico de
café foi realizada utilizando a técnica de LC-MS".[”

A composicéo bioativa da erva-mate em diferentes condi¢des de crescimento,
tratamento, cultivo (a pleno sol e a plena sombra) e envelhecimento foi realizada
utilizando a técnica de HPLC, na maioria das vezes a técnica foi utilizada de forma
hifenada a espectrometria de massas.?*8107.108]

Dartora et al’®® avaliaram a composicdo de compostos bioativos da erva-mate
com diferentes condi¢cBes de crescimento, tratamento e envelhecimento utilizando a
técnica de HPLC acoplada a espectrdmetro de massas (MS, do inglés Mass
Spectrometer). Neste estudo, foram identificados as massas e fragmentos dos
compostos presentes nas amostras com o espectrdmetro de massas, e a separagao
dos compostos foi feita por HPLC e a quantificacdo com curva de calibracéo.

Heck et al® também utilizaram a técnica de HPLC para determinar a
composicdo bioativa da erva-mate em diferentes condicbes de crescimento e
secagem.

Dugo et all'®

utilizaram técnica de HPLC bidimensional acoplada a
espectrometro de massas para identificar os biocompostos presentes na erva-mate.
Assim como na erva-mate, no café também sdo encontrados compostos
bioativos, e estes também s&o determinados por HPLC. Rodrigues e Bragagnolo™®!
identificaram e quantificaram estes compostos utilizando a técnica de HPLC-DAD-
MS".
Clifford et al®® identificaram o comportamento da fragmentacao de dezoito

acidos clorogénicos em extrato metandlico de café utilizando a técnica de LC-MS".
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Riachi et al™®"! utilizaram HPLC para determinar a composicéo bioativa em
diferentes amostras de cultivo (pleno sol e sombra) e processamento (secagem,
sapeco e tostagem) da erva-mate.

Devido as caracteristicas acima citadas e aos trabalhos realizados e
publicados por outros grupos, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) tem
sido considerada convencional para a determinacdo de compostos bioativos da

erva-mate.[108-110]

2.4 FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS

7

O uso de ferramentas quimiométricas € reconhecido desde a década de
60111 e, em ciéncia e tecnologia de alimentos, essas ferramentas podem ser
consideradas novas.™?%%! Apesar disso, 0 planejamento de experimentos em
conjunto com andlise estatistica apropriada dos dados € de suma importancia para
verificar tendéncias e associagcdes entre nutricdo, biologia, farmacologia,
propriedades funcionais e 0s componentes quimicos e extratos de plantas e

alimentos.[*®l

2.4.1 Andlise por componentes principais (PCA)

Em quimiometria, a andalise por componentes principais (PCA, do inglés

principal components analysis) é considerada uma das mais importantes
ferramentas.**”

E uma analise exploratéria ndo supervisionada que permite a verificagdo de
diferencas entre amostras, formacédo de conjuntos de amostras por comportamento
e também caso haja amostras que ndo se enquadram em nenhum conjunto.Isto é
possivel, visto que reduz o niumero de variaveis envolvidas através de combinacdes
lineares das respostas originais, deixando somente a informacdo mais relevante,
formando um novo conjunto de variaveis que passam a ser chamadas de
componentes principais (PC) do inglés principal components.*'®% As PC’s sdo
ortogonais umas as outras, sendo calculadas a partir da maior variacdo, de forma

que PC1 explica maior variacdo que PC2, e assim sucessivamente, sendo este o
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motivo pelo qual poucos PC’s explicam a maioria da variancia dos dados.™® As

PC’s sdo obtidas de acordo com a Equacéo 1.1

X=TLT+E Equacdo 1. Matriz de dados

Onde T é a matriz de escores, sdo 0s elementos que correspondem aos
valores que as amostras assumem na componente principal. Essa matriz mostra as
similaridades e diferencas entre as amostras;

L é a matriz de loadings ou matriz de pesos, sao os coeficientes resultantes
da transformacdo linear dos eixos originais em PCs.Evidencia as variaveis
responsaveis pelas similaridades e diferencas entre as amostras. E E corresponde a
matriz de residuos.

Se 0 objetivo principal é verificar a associacdo entre compostos bioativos e
propriedades funcionais, assim como se existem numerosas amostras e respostas

no estudo, o PCA é indicado.**®
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Figur? 6] Diagrama variancias e PC’s adaptado de E. M. Humston, R. E. Synovec,
2011.1°

Dos Santos et al (2017) quantificaram 13 compostos fendlicos em 96 polpas

de goiaba (Psidium guajava L.) por HPLC, incluindo &cido clorogénico e rutina. O
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PCA foi capaz de explicar 60% da variabilidade dos dados em 2 componentes
principais e foi clara a separacéo entre os tipos branca e vermelha.*?!

Fraige et al (2014) utilizaram PCA para estudar o perfil das antocianinas
analisadas por HPLC-DAD-MS em 11 tipos de uvas de diferentes variedades e
origem geogréfica. Os resultados mostraram as uvas hibridas separadas do grupo
de uvas viniferas. No grupo de uvas viniferas foi possivel discriminar os diferentes
tipos de uvas, mas néo foi verificada diferenca com relagéo & origem geogréfica.**?

Para Riachi et al 2018 ) a PCA n&o indicou distingéo entre amostras de
erva-mate cultivadas a pleno sol e a sombra em relacdo a composicao fendlica,
sugerindo que a exposi¢ao do erval durante o cultivo ndo influencia na composicéo
fenolica. Em compensacéo a cafeina mostrou aumento de concentracdo significante
nas amostras cultivadas a sombra em comparacdo as amostras cultivadas a pleno
sol. Além da comparacdo de exposi¢cdo do erval durante o cultivo, também foram
avaliados os efeitos das etapas de processo sapeco, secagem e tostagem, e a
temperatura de tostagem mostrou-se o fator mais importante no que diz respeito a

composicao fendlica.
2.4.2 Anédlise hierarquica de agrupamentos (HCA)

A analise hierarquica de agrupamentos (HCA, do inglés hierarchical cluster
analysis) € uma analise exploratéria ndo supervisionada que explora a organizacao
das amostras em grupos e entre os grupos, formando uma hierarquia. Pode ser
aglomerativa ou divisiva. No caso de HCA aglomerativo, cada amostra é
considerada como um grupo, apés, pares de grupos vao sendo unidos. Na HCA
divisiva, o algoritmo inicia com um grupo incluindo todas as amostras e partir dai,
vao sendo divididos.**®

O dendograma € o grafico bidimensional onde se visualiza os agrupamentos e
similaridades entre as amostras. A construcdo do dendograma é realizada a partir da
equacao 2

Sij=1-4dj

Jimax Equacéo 2. Similaridade

Onde S;; é a similaridade ou agrupamento entre duas amostras

dj é a distancia entre as duas amostras

dmax € a distdncia maxima entre todas as amostras
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Para avaliar a associacdo multivariada entre compostos bioativos e

bioatividade em alimentos, bebidas e seus extratos, a HCA e PCA tem sido muito

utilizadas em conjunto.**!
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3. PARTE EXPERIMENTAL
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. REAGENTES

O solvente organico utilizado metanol grau HPLC foi obtido do fabricante JT
Baker (Center Valey, PA, EUA) e o Acido formico PA da marca Synth (Diadema, SP)
Os padrdes utilizados para a identificacdo dos compostos foram: acido-5-
cafeoilquinico (99,7% de pureza) da marca Fluka (Milwaukee, EUA), rutina (95% de
pureza), cafeina (99% de pureza) e teobromina (99% de pureza) da marca Sigma-
Aldrich (Milwauke, EUA). Para todas as preparacdes foi utilizada agua ultrapura
obtida por equipamento de Milli-q (Massachussets, EUA).

3.2. PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras foram obtidas na ervateira Bardo, no municipio de Bardo de
Cotegipe (RS). Cada erva-mate foi obtida através do processo especifico conforme

mostrado nas figuras 7, 8 e 9:
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Limpeza do erval

Colheita

Transporte até a
ervateira

Recepcido da
matéria prima

Classificacdo da
matéria prima

Armazenamento
da matéria prima

Processamento
cha tostato

Processamento
erva mate

Figura 7. Pré-processamento da matéria-prima.

A limpeza do erval é realizada anualmente por rogcadas manuais. A colheita é

feita manualmente e a erva-mate é colocada em panos exclusivos para ser

7

transportada. O transporte é realizado por caminhdo destinado somente ao

Milena Mallmann
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transporte de erva-mate. Na recepcao, a matéria-prima € pesada e recebe namero
de lote. A classificacao é feita a fim de atribuir a etapa de secagem adequada a cada
qualidade atribuida as ervas. O sapeco é realizado depositando-se a matéria-prima
em esteira que passa diretamente nas chamas do fogo para que haja a inativagao
enzimatica e garanta a permanéncia da coloracdo verde. Na secagem por processo
convencional, a erva-mate passa trés vezes pelo secador rotativo com temperatura
de aproximadamente 400 °C por 1h30 min. Na secagem por processo brando ocorre
a desidratacdo da erva-mate passando cinco vezes pelo secador de esteiras com
temperatura de 120 °C por 6h30 min.
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. " Secagem ar
Trituracdo quente
Processo s | s Processo brando
convencional
Secagem Trituraca
- processo rotativo cao -
o o

Figura 8. Fluxograma de operagdes erva-mate da Ervateira Baréo.
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Sapeco

r

Secagem ar
guente

Trituracéo

r
1

Armazenamento

Torrefacéo

Embalagem

1Hi]

Armazenamento/
Expedicédo

Figura 9. Fluxograma de operacfes cha mate tostado da Ervateira Baréo.

Trés lotes de cada tipo das seguintes ervas-mate vendidos no mercado foram
analisados: tradicional, uruguai, premium, tereré natural, cambona embalada a

vacuo, picolo chimarrdo, cambona e orgéanica.
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Posteriormente foram analisados trés lotes de cha mate tostado e ervas
provenientes de dois tipos diferentes de secadores: nativa — secador esteira sem
fumaca e plantada — secador rotativo com fumaca.

Além das amostras citadas acima, foram analisadas misturas de trés lotes de
ervas verde nativa, verde plantada, sapecada nativa e sapecada plantada.

No total, foram 15 diferentes amostras analisadas.

As caracteristicas que diferenciam cada tipo de erva séo:

Cambona: matéria-prima proveniente de progénie bi-clonal, ou seja,
cruzamento controlado da mesma planta masculina e feminina que passa por
secagem em evaporador rotativo.

Ché tostado: erva-mate que passou por todo o processamento tradicional, e
por fim passa por torra semelhante ao processo do café.

Organica: erva-mate plantada e certificada organica proveniente de uma area
especifica e controlada. Neste tipo, a secagem é feita por ar quente.

Picolo chimarrdo: erva-mate de qualidade inferior que passa por secagem
tradicional por secador rotativo.

Premium: erva-mate de primeira qualidade, secagem feita com ar quente.

Sapecada: erva-mate plantada que passou apenas pelo processo de sapeco.

Tereré natural: erva-mate tipo tereré com secagem tradicional por secador
rotativo.

Tradicional: mistura de erva-mate plantada e nativa, secagem tradicional por
secador rotativo e por ar quente.

Uruguai: mistura de erva-mate plantada e nativa estacionada por no minimo 8
meses, secagem tradicional por secador rotativo e por ar quente.

Verde: folhas in natura

As amostras de folha verde e sapecada foram previamente liofilizadas em um
liofilizador Thermo Scientific (Waltham, EUA) e posteriormente trituradas em um
cadinho. Todas as amostras foram peneiradas a uma granulometria de 0,84 mm de

abertura (20 mesh).

3.3 EXTRACAO DO ACIDO 5-CAFEOILQUINICO E DERIVADOS, CAFEINA,
TEOBROMINA E RUTINA EMPREGANDO EAU
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A extracdo foi realizada em um equipamento de banho de ultrassom Unique
(Indaiatuba, Brasil) de frequéncia 40 kHz, pesando-se cerca de 0,25 g de amostra
em balanca analitica Ohaus modelo Adventurer (Pine Brook, EUA) utilizando 25 mL
de uma solucdo extrativa metanol:agua v/v (80:20) a 60°C, por 10 minutos. Os
extratos obtidos foram submetidos a filtracdo em membrana de acetato de celulose
0,22 um, diluidos 50 % v/v com a solucdo extrativa e analisados por cromatografia

liquida (HPLC), conforme descrito por Pagliosa et al*® com modificacdes.

3.4. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DO ACIDO-5-O-CAFEOILQUINICO E
DERIVADOS, CAFEINA, TEOBROMINA E RUTINA

A separacgdao, identificacdo e quantificacdo dos compostos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos acoplada
a espectrometria de massa com ionizacao por eletrospray (HPLC -DAD/ESI-MS).

Para a determinacdo dos compostos nos extratos foi utilizado um
cromatografo liquido Shimadzu modelo 20-AD, com injetor automatico,
degaseificador de fase movel DGU-20A3 forno de aquecimento CTO-20A e detector
de arranjo de diodos SPD-M-20A acoplado a um espectrémetro de massas Bruker
modelo Esquire 6000 ion trap, com fonte de ionizacao por electrospray (MS-ESI).

Para a separacao foi utilizada uma coluna de fase reversa Phenomenex C18
Synergi Hydro-RP 80A (25 cm x 4,6mm X 4 um).

As condicdes do método cromatografico foram vazdo de 1 mL.min? e
temperatura do forno de 30°C. A fase mével A foi composta de agua acidificada
com 0,3% de acido férmico e a fase movel B, metanol acidificado com 0,3% de acido
férmico. O gradiente da analise foi: 0% de fase B em 0 min, 30% de B em 16 min, 35
% de B em 21 min, 40% de B em 25 min, 60 % de B em 41 e mantendo por 2
minutos, retornando a condig&o inicial em 2 min e mantendo por 7 min.

Os espectros de massas foram adquiridos com um scan range de m/z 100 a
1000, e também pelo monitoramento dos ions caracteristicos dos compostos
estudados (modo SIM) Os parametros do MS foram os seguintes: fonte ESI nos
modos de ionizagcdo positivo e negativo; voltagem do capilar: 2000 V; end plate
offset: -500 V; saida do capilar: -110 V; temperatura e vazao do gas de secagem 310
°C e fluxo: 8 L.min™; pressdo do gas nebulizador: 30 psi; o MS? foi realizado no

modo automatico com a energia de fragmentacado variando de 35 a 50 eV.
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A identificacdo positiva dos compostos nas amostras foi realizada pela
comparacdo com os dados cromatograficos (tempo de retencdo),
espectrofotométricos (espectro de absor¢cdo no UV-Vis) e espectrométricos (ions
moleculares e fragmentos) dos padrdes analiticos. A identificacdo tentativa dos
compostos foi possivel através da comparacao dos espectros de massas gerados e
ordem de eluicdo dos compostos no sistema com dados da literatura.

Para as andlises cromatogréficas inicialmente foram utilizadas uma mistura de
padrdes: cafeina, teobromina, teofilina, e 5-CQA na concentracdo 100 ug.mL™. As
condi¢des cromatogréaficas utilizadas foram adaptadas de acordo com Rodrigues et
al.*%® com algumas modificacdes. Os cromatogramas obtidos foram analisados e os
picos cromatograficos integrados em trés comprimentos de onda maximos: 272 nm
(maximo de absor¢do da cafeina e teobromina), 325 nm (maximo de absorcdo do 5-
CQA) e 353 nm (méaximo de absorcéo da rutina).

A quantificacdo do 5-CQA, CAF, TEOB e RUT nos extratos foi realizada
mediante padronizacdo externa. As curvas de calibracdo foram preparadas
separadamente com faixas de concentracéo de 0,24 a 78,4 pg.mL™ para TEOB, de
3,0 a 183,4 pg.mL™ para CAF, de 2,6 a 108 pg.mL™ para rutina e de 6,5 a 250
pug.mL? para o 5-CQA. Os &cidos derivados do 5-CQA foram quantificados por
equivaléncia ao 5-CQA. A avaliacao da linearidade foi realizada mediante injecao de
3 curvas independentes de cada composto, determinando a faixa linear por meio da
analise de regressdo linear empregando o método dos minimos quadrados
expressos pelo coeficiente de determinacéo (r°). A avaliacdo da repetitividade foi
realizada mediante 7 injecfes independentes do ponto médio de cada curva,
obtendo coeficiente de variacdo (CV%) menor que 5% para todos os analitos. A
recuperacédo foi avaliada mediante extracdo exaustiva até que a linha de base ndo
sofresse perturbacdo dos analitos e entdo comparada com a extracao proposta para

verificar a recuperacéo.

3.5 ANALISE DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE (METODO ORAC)

O ROO® (desativacdo do radical peroxila) foi gerado por decomposicédo
térmica do 2,2'-azobis(2-amidinopropano)di-idrocloreto (AAPH) a 37 °C. A
capacidade de desativagdo do ROO® foi medida por fluorescéncia, através do

) 39
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

monitoramento da queda da fluorescéncia, devido a oxidacéo da fluoresceina. 3! A
reacao foi realizada com um volume final de 200 uL, tendo os seguintes reagentes
(concentracgdes finais): AAPH (19,1 mM), fluoresceina (61,2 nM) e extrato em cinco
concentragdes. As leituras de fluorescéncia foram realizadas nos comprimentos de
onda de excitacdo e emissdo de 485 + 20 nm e 528 + 20 nm, respectivamente, sob
forma de cinética, com intervalos de 1 min, até o valor da fluorescéncia reduzir a 0,5
% da fluorescéncia inicial. Os resultados dos extratos foram expressos em
equivalente a Trolox, obtidos mediante construcdo de uma curva de calibracdo de
Trolox (12 — 94 pM).t!

3.6 ANALISE DOS DADOS

Para a identificacdo e quantificacdo foi utilizado o software LC Solution da
Shimadzu. A identificacdo dos fragmentos de massas foi feita utilizando o Software
Esquire 6000. Os dados foram analisados por componentes principais utilizando o

software ChemoStat® versio 2.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Milena Mallmann
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO DOS COMPOSTOS

Na Figura 11 podem ser observados os cromatogramas com uma boa
separacao entre os compostos, apds algumas modificacbes realizadas no método
cromatografico.

A identificacdo foi realizada por meio da injecdo de padrGes para 0s
compostos teobromina, cafeina, rutina e 5-CQA. Os demais &acidos foram
identificados por LC/MS" por meio do espectro de massas e comparagdo de

fragmentos dos analitos do MS" com dados da literatura , conforme a Tabela 6.
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Figura 10. Cromatograma obtido por HPLC-DAD correspondente ao método desenvolvido (amostra premium): A - 272 nm; B — 325
nm; C — 353 nm; D - sobreposicdo dos trés comprimentos de onda, picos: 1 — teobromina; 2 — 3-CQA; 3 - cis-3-CQA ; 4 — 4-CQA ;
5—-5-CQA; 6 — cafeina, 7 — 3,4-DI-CQA; 8 — 3,5-DI-CQA; 9 —rutina; 10 — 4,5-DI-CQA ; 11 — DI-CQA.
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Tabela 5. Compostos identificados positivamente e tentativamente no extrato de amostras de erva-mate obtido por UAE.

A max d Fragmentos literatura Ref
(nm) Fragmentos encontrados
Pico TR Composto Modo Abreviatura MS: MS? MS* MS?
1 14,99 Teobromina [M-H]"*  TEOB 272 181" 163*137* 161" 181" 163" 140" [124]
2 15,23 Acido-3-cafeoilquinico [M-H]*  3-CQA 325 353 191179135173 353 191179135173 M4
3 15,72 Acido-cis-3-cafeoilquinico  [M-H]*  Cis-3-CQA 325 353 191179 135 153 353 191179135153 U
4 17,67 Acido-4-cafeoilquinico [M-H]*  4-CQA 325 353 191179173135 353 191179173135 U
5 19,89 Acido-5-cafeoilquinico 5-CQA 325 353 191179 353 191179135173 0
6 22,38 Cafeina [M-H]"*  CAF 272 195" 195" 138" 110" [124]
B 41! DI [34]
7 2997 Acido-34-di-cafeoilquinico M-HI"  3.4-DI-CQA 325 515 353335173 179 515 1(7)21191 353
; g1l NI [34]
8 3098 Acido-35-di-cafeoilquinico M-HI"  3.5-DI-CQA 325 515 353 515 1(7)21191 353
9 33,59 Rutina [M-HY  RUT 353 609 301 611 300 722 341
o e Lo [M-H]R 325 515 353335299255 [
10 34,2 Acido-4,5-di-cafeoilquinico 4.5-DI-CQA 515 353 335 299 255 203 427 203 427
S N [M-H]* 325 515 353335299255 [
11 37,05 Acido-di-cafeoilquinico DI-CQA 515 353203179 203 427

Condicdes cromatograficas descritas na se¢éo 3.4 da Parte Experimental.

Milena Mallmann
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4.2.1 Metilxantinas

Os picos cromatograficos 1 e 6 da Figura 11 sdo correspondentes a
teobromina e cafeina, respectivamente, presentes nos extratos de erva-mate que
foram positivamente identificadas por injecdo de padrdo e mediante o espectro de
massas. Para a teobromina foram gerados os fons caracteristicos protonados MS*
181 e MS? 135 que podem ser visualizados na Figura 12 (A e B). &

A cafeina, formada a partir da metilacéo da teobrominal®”, foi identificada por
observacdo dos fons protonados caracteristicos MS* 195 e MS? 138 Figura 13 (A e
B).

Intens. | +M5, 15.3min #6554
)(104:

2.07
] A 181
] L 4

922

1.01 56 690

163 52 552 622

M 952
057 115 221241 419 472
189

0.0

747 B8

100 200 300 400 500 500 700 800 900 miz

Intens.; +MS2(1581), 15 4min #6559
1259

] 135
100
757

507

Tl

100 200 300 400 500 600 700 800 00 iz

Figura 11. Espectro de Massas do composto positivamente identificado (pico 1): A)
MS teobromina; B) MS? teobromina (a identificacdo dos compostos esta detalhada
na Tabela 6)
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Figura 12. Espectro de massas do composto positivamente identificado (pico 6): A)
MS cafeina; B) MS? cafeina (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
Tabela 6)

Nove compostos foram identificados mediante injecdo de padrdo e espectro
de massas em extrato hidroetandlico de erva-mate. Dentre 0s compostos
identificados encontravam-se a cafeina e a teobromina.™*?®!

Pequenas concentracdes de teofilina foram identificadas em extratos de erva-
mate.! Este analito é dificil de ser identificado pois trata-se de um intermediario no
catabolismo da cafeina ao transformar-se em teobromina.”? Assim como em outros

estudos,1%1%8126] naste trabalho a teofilina também nio foi identificada.

4.2.2 Acidos cafeoilquinicos

Os acidos cafeoilquinicos estdo presentes na erva-mate, tendo sido possivel
identificar 3 isdmeros: 0 3-CQA, 0 4-CQA e 0 5-CQA.

Os acidos cafeoilquinicos foram identificados pelos ions m/z 353, e ion m/z
191 os quais sdo comuns a todos, sendo o ultimo fragmento correspondente ao

acido quinico desprotonado. O 5-CQA foi identificado positivamente e pelos
46
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fragmentos m/z 179 e 135 correspondentes ao acido cafeico desprotonado e acido
acido cafeico descarboxilado, respectivamente, os quais apresentam os isémeros 3-
CQA e 4-CQA.Bo127

_ - 0
ooc, OH 0ocC
LM_/L ’[}i @ﬂWDH — TI/KIOH
—_—
. OH e~ DH | N
OH . /z 135
miz 191 méz 173 miéz 179 "
Figura 13. Estrutura das quebras dos acidos cafeoilquinicos®
"‘*’-""-}- MS., 15 Tmin ¥729
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Figura 14. Espectro de massas do composto tentativamente identificado(pico 2): A)
MS do 3-CQA; B) MS? do 3-CQA (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
Tabela 6)

O 4-CQA foi identificado tendo seus espectros de massas comparados aos da
literatura. Apresentou o pseudo-ion com m/z 353 e as quebras caracteristicas 191
179135 153 e 191 179 173 135 respectivamente:
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Figura 15. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 3): A)
MS do cis-3-CQA; B) MS? do cis-3-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada na Tabela 6)
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Figura 16. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (Pico 4):A)
MS do 4-CQA; B) MS? do 4-CQA (a identificacdo dos compostos esta detalhada na
Tabela 6)

O 5-CQA foi identificado positivamente por meio de inje¢cdo de padréo. O

espectro de massas apresentado correspondeu ao descrito na literatura, sendo o ion

pseudo molecular com m/z 353 e as quebras caracteristicas 191 179 135
173_[23,50,51,54,127]
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Figura 17. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 5): A)

MS 5-CQA; B) MS? 5-CQA(a identificacdo dos compostos esta detalhada na Tabela
6)

Os isdmeros do 5-CQA foram identificados como compostos marjoritarios no
extrato acido metandlico de erva-mate.*¥

Nove compostos foram identificados mediante injecdo de padrdo e espectro
de massas em extrato hidroetanélico de erva-mate. Os compostos 3-CQA, 4-CQA,
5-CQA, 3,4-DI-CQA, 3,5-DI-CQA e 4,5-DI-CQA estavam entre 0S compostos

identificados.[*?®

O 3,4-DI-CQA e 3,5-DI-CQA sédo formados pela reacéo de esterificacdo entre
um residuo de &cido quinico e dois residuos de acido cafeico. Estes acidos
produzem o pseudo-ion m/z 515 e gera um m/z 353 no MS? que representa a perda
de um grupo cafeoil. O fragmento m/z 335 corresponde a desidratagéo do fragmento
m/z 353. As demais fragmentacfes séo idénticas aos acidos cafeoilquinicos. Estes

compostos foram identificados comparando-se os espectros de massas obtidos com
os da literatura,[23:50:106.127]
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Figura 18. Espectro de massas do composto tentativamente identificado ( pico 7): A)
MS do 3,4-DI-CQA; B) MS? do 3,4-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esti
detalhada na Tabela 6)
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Figura 19. Espectro de massas do composto tentativamente identificado( pico 8): A)

MS do 3,5-DI-CQA ; B) MS? do 3,5-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada na Tabela 6)
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Figura 20. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (pico 10):
A) MS do 4,5-DI-CQA ; B) MS? do 4,5-DI-CQA (a identificacdo dos compostos esta
detalhada na Tabela 6)
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Figura 21. Espectro de massas do composto tentativamente identificado (pico 11):
A) MS do DI-CQA; B) MS? do DI-CQA(a identificacéo dos compostos esta detalhada
na Tabela 6)

O pico 11 nao apresentou fragmentacdo do ion precursor igual aos demais
isdmeros di-cafeoilquinicos, dificultando a identificacdo deste pico. Este composto

também foi assim reportado por Clifford et al e Mateos et al.?%]

4.2.3 Rutina

A rutina foi identificada positivamente e de acordo com o0s espectros de
massas descritos na literatura, com o ion precursor m/z 609, fragmento m/z 465 e
fragmento base m/z 301, sendo este Ultimo derivado da perda de uma unidade de

aclcar, correspondendo & quercetina desprotonada.*?”!
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Figura 22. Espectro de massas do composto positivamente identificado (Pico 9 :A)
MS rutina; B) MS? rutina (a identificacdo dos compostos esté detalhada na Tabela 6)

Blum-Silva et all*?®

identificaram nove compostos através de injecdo de
padrdes e comparacdo com 0s espectros de massas em extrato hidroetandlico de

erva-mate. Dentre os compostos identificados, a rutina estava presente.

4.3. QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS

Os parametros de seletividade, curva de calibracdo, linearidade, limites de
deteccdo e quantificacdo, precisdo, e exatiddo dos analitos cafeina, teobromina,
rutina e acido clorogénico foram avaliados para que pudessem ser quantificados por
meio de padronizacdo externa.

O parametro de seletividade foi comprovado mediante injecdo de solucdes
padrdao dos quatro analitos identificados, sem coeluicdo com outros compostos
presentes na matriz.

Os intervalos de concentragdo avaliados para 0s analitos apresentaram
linearidade, uma vez que, os incrementos de concentracao utilizados na construgao

da curva padréo, obtiveram areas cromatograficas diretamente proporcionais, com
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coeficiente de determinacdo (r?) superiores a 0,99. A Tabela 7 apresenta 0s
intervalos de concentracdo avaliados para cada analito, com suas respectivas
equacdes e coeficientes de correlacao.

Os resultados obtidos para limite de deteccéo e quantificacao foram obtidos
a partir da curva analitica e estdoapresentados na Tabela 7, sdo adequados para a
determinacdo dos compostos nas amostras estudadas, pois as concentracoes

encontradas nas amostras avaliadas sdo superiores aos limites determinados.
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de linearidade, limite de deteccao e limite de quantificacao

Composto Intervalo linear (ug.mL™®)  r* LD (ug.mL?) LQ (ug.mL™) y = ax+b
Teobromina 5,7-78,4 0,9999 1,89 5,74 y=32886,4x+436,6
Cafeina 3,0-183,4 0,9971 0,99 2,99 y=29674,4x+61909,1
Rutina 2,6-108 0,9901 0,86 2,61 y=36853,9x-159377
Acido clorogénico 6,5-250 0,9996 2,15 6,51 y=31474,6x-15593

Milena Mallmann
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Para o calculo da repetitividade (ou precisdo) foram analisadas sete
solugdes com a concentracdo correspondente ao ponto médio da curva, obtendo-se
valores de coeficiente de variacdo % entre 2,73 e 4,9%. Estes valores comprovam a
precisao instrumental, pois ndo excederam a 5% de variacdo, conforme apresentado

na Tabela 8.

Tabela 7. Repetitividade instrumental (Precisao)

Amostra Teobromina Cafeina Acido Rutina
(n=7)
Média (mg.g ) 5,58 45,47 30,47 14,07
Desvio padrao 0,28 2,25 0,83 0,52
CV (%) 4.9 4.9 2,73 3,72

Para avaliar a recuperacgéo, foi realizada uma extracdo exaustiva da amostra,
onde foram necessarias 15 extracdes sequenciais até que a linha de base do
cromatograma nao apresentasse nenhum pico dos componentes da amostra.

A eficiéncia da extracao foi obtida conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 8. Recuperacao do método de extracado

Composto N (namero de Conc (mg.g’) Conc (mg.g Recuperacéo
extracdes) exaustiva 1Y UAE (%)
Teobromina 8 2,72 2,39 87,9
Cafeina 15 12,88 12,61 97,9
Acido 15 15,75 13,73 87,2
clorogénico
Rutina 7 7,86 7,55 96,2

UAE — Extracdo assistida por ultrassom

A partir do método estabelecido no presente trabalho, as concentragdes dos

compostos foram obtidas e estdo apresentadas nas Tabelas 10 e 11.

) 58
Milena Mallmann



Dissertacdo de Mestrado - PPGQ/UFRGS

Tabela 9. Concentracdo das metilxantinas e rutina (mg.g™*) nas diferentes amostras de erva-mate.

Ammostra Teobromina Cafeina Rutina
Média DP Média DP Média DP

Erva-mate nativa secador esteira sem fumaca 2,89+ 0,58 20,89 + 2,65 3,56+ 0,77
Erva-mate plantada secador rotativo com fumaca 2,40 + 0,32 19,48 + 4,65 4,13+ 0,93
Tradicional 2,71+ 0,12 17,92 + 0,33 4,10+ 0,16
Uruguai 1,86+ 0,17 10,30 + 0,81 3,04+ 0,22
Premium 2,73+ 0,55 14,22 + 1,73 2,94 + 0,09
Tereré natural 2,11+ 0,41 12,86 + 0,52 5,54+ 0,36
Cambona vacuo 2,45+ 0,37 14,14 + 4,08 3,88+ 0,25
Picolo chimarrao 2,34+ 0,42 15,66 + 2,04 4,29+ 1,01
Cambona 1,90+ 0,21 11,03+ 1,55 4,19+ 0,58
Organica 2,53+ 0,11 14,40 + 0,45 2,95+ 0,14
Cha mate tostado 1,47 + 0,09 6,12 + 0,36 1,07 + 0,03
Erva mate verde nativa 3,09+ 0,18 21,98 + 0,66 1,19 + 0,08
Erva mate verde plantada 1,12 + 0,02 26,22 + 0,90 1,44 £ 0,07
Erva-mate sapecada nativa 3,02+ 0,09 28,99 + 0,77 3,31+ 0,11
Erva-mate sapecada plantada 2,89 £ 0,02 19,59 + 0,02 2,24 £ 0,04

DP-desvio padrdo. Os resultados desta tabela ndo foram corrigidos pela recuperagao obtida.

Milena Mallmann
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Tabela 10. Concentracdo dos acidos cafeoilquinicos (mg. g™*) nas diferentes amostras de erva-mate.

Amostra 4-CQA 3-CQA 5-CQA 3,4-DI-CQA 3,5-DI-CQA 4,5-DI-CQA
Média + DP Média+ DP Média+DP Média+DP Média+DP Média+ DP
Erva-mate nativa secador esteira sem
fumaca 0,74+ 0,07 36,61+ 1,19 21,04+ 394 6,28+ 0,30 57,81+ 6,16 19,77 + 3,03
Erva-mate plantada secador rotativo
com fumaca 0,66+ 0,21 3518+ 2,81 30,52+ 0,75 6,40+ 0,53 50,07+ 3,09 24,75+ 0,87
Tradicional 0,69+ 0,04 37,00+ 1,64 28,18+ 0,84 5,92+ 0,20 55,33+ 5,01 20,77 £ 0,77
Uruguai 0,72+ 0,10 22,74+ 1,82 2561+ 156 4,68+ 0,46 31,64+ 2,61 14,98+ 2,31
Premium 0,94+ 0,13 27,25+ 3,03 25,11+ 545 5,83+ 1,40 34,52+ 3,68 11,78+ 1,68
Tereré natural 0,73+ 0,04 3498+ 0,53 30,97+ 0,72 4,68+ 0,26 44,52+ 2,35 13,72+ 1,53
Cambona vacuo 0,66+ 0,11 32,26+ 7,04 25,79+ 506 4,98+ 1,72 41,05+ 8,42 14,09+ 4,30
Picolo chimarréao 0,71+ 0,04 36,63+ 2,49 32,09+ 2,49 6,11+ 0,08 47,97+ 1,46 18,29 + 2,23
Cambona 0,73+ 0,16 29,04+ 0,66 30,63+ 528 6,35+ 1,87 39,52+ 2,85 16,17 + 2,98
Organica 0,94+ 0,17 2851+ 181 32,38+ 1,70 6,74+ 1,21 33,96+ 1,40 13,87+ 1,91
Cha mate tostado 0,17+ 0,02 4,08+ 0,24 14,04+ 1,8 149+ 0,15 3,14+ 0,22 3,58+ 0,59
Erva mate verde nativa 0,11+ 0,00 520+ 0,49 560+ 0,67 1,08=z% 0,24 3,46+ 0,08 1,09+ 0,18
Erva mate verde plantada 0,12+ 0,00 6,34+ 0,32 7,85+ 0,86 0,96+ 0,12 6,22+ 0,27 1,15+ 0,07
Erva-mate sapecada nativa 1,07+ 0,00 43,16+ 1,63 33,14+ 1,09 8,92+ 0,50 53,88+ 2,29 18,52+ 0,67
Erva-mate sapecada plantada 185+ 0,05 34,01+ 0,20 29,25+ 1,07 6,29+ 0,12 40,87+ 0,91 14,98+ 0,59
DP = Desvio Padrao. Os resultados desta tabela ndo foram corrigidos pela recuperacdo obtida.
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Na Tabela 10 sao apresentados os valores de concentragbes de
metilxantinas encontrados nas amostras analisadas que foi entre 1,12 e 3,09 mg.g™
para a teobromina e 6,12 e 28,99 mg.g' para a cafeina. Nesta tabela pode ser
observado que os maiores conteudos de metilxantinas foram encontrados nas
etapas de sapeco, seguido pelas amostras verdes e as demais etapas do processo.
O aumento da concentracdo de teobromina e cafeina na etapa de sapeco € devido
as reacdes de degradacdo que ocorrem favorecendo a sintese da cafeina.®”

As concentracfes de rutina encontradas nas amostras analisadas variaram de
1,07 mg.g™ a 5,54 mg.g™, sendo as maiores concentracdes encontradas na amostra
tereré natural.

Na Tabela 11 sédo apresentados os valores de concentracdo dos acidos
cafeoilquinicos encontrados nas amostras. A etapa de sapeco foi a que apresentou
as maiores concentracdes, sendo todos os derivados cafeoilquinicos quantificados
por equivaléncia ao 5-CQA. A concentracdo destes compostos nas amostras de
erva-mate apresentou uma variacdo de 4,08 e 43,16 mg.g™ para o 3-CQA, 0,11 a
1,85 mg.g™* para 0 4-CQA, 5,6 a 33,14 mg.g™* para o0 5-CQA, de 0,96 a 8,92 mg.g™
para o 3,4-DI-CQA, de 3,14 a 53,88 mg.g™* para 0 3,5-DI-CQA e 1,09 a 24,75 mg.g™
para o 4,5-DI-CQA. Na etapa de sapeco ocorre a desativacdo enzimatica e
consequentemente a concentracdo de acidos cafeoilquinicos aumenta
significantemente apés esta etapa.*®

A amostra que apresentou o maior conteido em termos de concentracdo de
metilxantinas e acidos cafeoilquinicos foi a erva-mate sapecada nativa. Como
mencionado anteriormente, esse comportamento provavelmente € devido a
inativacdo enzimatica que ocorre na etapa de sapeco, aumentando a concentracao
dos acidos, somado ao fato das degrada¢des que ocorrem favorecendo a sintese da
cafeina.

O flavonoide rutina foi encontrado em maior concentracdo na amostra de
erva-mate tereré natural. O produto tereré natural é direcionado para o mercado
externo, em que ha preferéncia pelo produto estacionado, tornando mais intenso o
aroma,’®” esta etapa sugere que a maior concentracdo de rutina seja encontrada

nesta amostra.
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Outros trabalhos realizaram a quantificagcdo dos compostos bioativos da erva-
mate, em diferentes tipos de extratos, amostras e etapas de processo, conforme
descrito a seguir:

- Dartora et al®® analisaram o extrato aquoso de erva-mate de diferentes
etapas do processo de diferentes regides. O teor de teobromina encontrado foi entre
1,63 e 4,61 mg.g™; cafeina entre 4,68 e 18,9 mg.g™* e rutina entre 1,21 e 5,73 mg.g™*
de amostra. As maiores concentracfes de metilxantinas foram encontradas nas
amostras in natura em comparagdo com as amostras ap0s 0 sapeco e secagem,
diferente do resultado encontrado nesta pesquisa.

- Mateos et. al.'?”! analisaram o extrato de acetona: agua (50:50 v/v) das
amostras de erva-mate comerciais 0s quais apresentaram resultados entre 0,95 a
1,16 mg.g™ de teobromina, de 7,16 a 8,95 mg.g™ de cafeina e de 5,6 a 6,7 mg.g™* de
rutina.’*”! Os resultados para teobromina e cafeina foram menores do que o0s
encontrados neste trabalho. Com relacdo a concentracdo de rutina, os resultados
foram maiores do que os encontrados nesta pesquisa. A diferenca dos resultados
pode ser devido ao solvente de extracao utilizado.

- Dartora et al®® determinaram os acidos cafeoilquinicos em diferentes etapas
do processamento da erva-mate apresentando resultados para o 3-CQA entre 3,16 e
11,82 mg.g™, para o 5-CQA entre 3,03 e 14,42 mg.g™ e 3,12 a 16,95 mg.g™* para o
4-CQA. As maiores concentracdes de acidos cafeoilquinicos foram encontradas
apds 0 sapeco e secagem em comparacdo as amostras in natura ou verdes,?339
reafirmando a mesma tendéncia de aumento de concentracédo dos CQA'’s a partir da
etapa de sapeco observadas neste trabalho. Com relagcdo a quantificacdo dos
acidos, observa-se que os teores encontrados foram menores em relacdo aos
extratos metandlicos por EAU obtidos neste trabalho, provavelmente devido a
diferenca de solvente e tipo de extracao.

- A concentracdo total encontrada por Mateos et al™*”! de CQA’s de 48 a 54
mg.g™* e de DI-CQA’s de 13 a 16 mg.g™ em extratos de erva-mate foram menores do
gue as concentracdes totais desses compostos determinadosneste trabalho.

O trabalho de Butiuk et al*?® foi o Gnico que determinou maior concentracdo

de acidos cafeoilquinicos nas amostras de erva-mate verde.
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4.4 ANALISE POR COMPONENTES PRINCIPAIS (PCA) E ANALISE
HIERARQUICA DE AGRUPAMENTOS (HCA)

Para realizar a HCA e PCA foi atribuido um cédigo para cada amostra
conforme Tabela 12.

Tabela 11. Codigos das amostras de erva-mate na PCA

Codigo Amostra

VerNat Verde Nativa

VerPlan Verde Plantada

SapNat Sapecada Nativa

SapPlan Sapecada Plantada

NatSF Nativa secador esteira Sem Fumaca

PlanCF Planta secador rotativo Com Fumaca

Cha Cha mate tostado
Org Organica

Camb Cambona

Uru Uruguai

Ter Tereré

Prem Premium

PicTer Picolo Tereré

Trad Tradicional

CambV  Cambona embalada a Vacuo
Pic Picolo

A Figura 23 apresenta o dendograma de todas as amostras analisadas,

mostrando 0  agrupamento entre as amostras por  similaridade.
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No dendograma observa-se que todas as amostras possuem em torno de
40% de diferenga entre os dois grupos principais.

A PCA mostrou que as trés primeiras componentes foram capazes de explicar
89% da variancia entre os resultados. Os diagramas das trés componentes

principais sdo mostrados a sequir:
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Na Figura 24 A observa-se que quanto maior o valor positivo atribuido aos
coeficientes relacionados a concentracdo dos compostos na componente principal 1,
maior a concentracdo dos compostos nas amostras, e valores negativos dos
coeficientes na componente principal estdo relacionados a menor concentracédo
destes compostos nas amostras. Na PC2, quanto mais negativos 0s valores
atribuidos, maior € a concentracdo do componente, como por exemplo rutina e 3,4-
DI-CQA. Devido aos grupos de cha e erva verde estarem distantes das retas que
representam os coeficientes atribuidos aos compostos, observa-se que estas
amostras tem a menor concentracdo de compostos bioativos comparando com as
demais.

Na Figura 24 C percebe-se que as amostras ndo se encontram tao
visivelmente discriminadas em agrupamentos quanto nas Figuras 24 A e B. O leve
afastamento das ervas sapecadas e nativas juntamente com a erva-verde e ché das
demais ervas prontas para o consumo € observado. Por este motivo, a anélise dos
grupos de ervas prontas para o consumo, e ervas durante o processamento, ou seja,
as ervas que ainda ndo estdo prontas para serem comercializadas, foi realizada
separadamente.

O grupo de amostras de ervas durante o processamento foi analisado e
obteve-se explicagdo de mais de 90% da variancia em trés componentes principais.
Na Figura 25 observa-se que a primeira componente principal € responsavel por
70% da variancia total entre as amostras, a segunda componente por mais de 10% e

a terceira por 10% da variancia total.
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Figura 25. Distribuicdo de componentes x variancia
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Na Figura 26 A, observa-se a separacao das ervas-mate verde. Formou-se
um grupo com as ervas verde nativas e outro grupo com as ervas verdes plantadas,
mostrando que em termos de composicao, o tipo de cultivo pode ter influéncia na
composicdo dos compostos bioativos.

A menor concentragdo dos compostos bioativos nas amostras verdes foi
observada em outros trabalhos, com relagdo aos &cidos cafeoilquinicos. A menor
concentracdo é devido a presenca das enzimas que promovem a oxidag&o.!?33%1%7]

No trabalho publicado por Riachi et al®®”! ndo foi verificada diferenca entre
amostras cultivadas ao pleno sol e a sombra utilizando PCA. Este resultado foi
diferente do observado neste trabalho, visto que a erva-mate nativa pode ser
comparada a cultivada a sombra no trabalho de Riachi et al, pois neste caso ela
cresce sob a sombra de arvores maiores; enquanto a plantada cresce a pleno sol.

A exposicao a luz do sol tem sido reportada como influéncia no aumento da
producdo de compostos fendlicos em plantas a fim de proteger a planta da
exposicao a radiacdo UV.1394682

Com relacdo as ervas processadas, observa-se um grupo de erva-mate
sapecada nativa e plantada na Figura 26 A préximos um ao outro, porém distintos.
A diferenca entre elas é o tipo de cultivo e mais uma vez verifica-se a influéncia
desta etapa de processamento da erva-mate. As ervas nativas apos passarem pelo
processo de secagem em esteira sem fumaca e erva mate plantada apos passar
pelo processo de secagem em secador rotativo com fumaca ndo apresentam
proximidade na Figura 26, sédo diferentes tanto pela forma de cultivo quanto pela
etapa de secagem, mostrando-se diferentes também na PCA.

O comportamento observado nas Figura 26 A e Figura 26 B, mostra
diferencas entre as ervas verdes plantada e nativa, a partir do processo de sapeco
pois ocorre um aumento na concentracdo de compostos bioativos. Isolabella et al
reportaram O aumento na concentracdo de principios ativos na erva-mate
processada em comparacdo com as folhas verdes. ¥ Ha publicacdes que relatam
gue o aumento na concentracdo de cafeina é devido as reacdes de degradacgéo que
envolvem acidos nucleicos durante o sapeco, Vvisto que neste processo as purinas
sdo liberadas, facilitando a sintese da cafeina. ! Esta observacéo esta de acordo

com outros grupos de pesquisa que também observaram aumento na concentragcéo
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de polifendis apds a etapa de sapeco em comparacdo com as ervas-mate verde.
[23,39,62,107]

Na Figura 26 C observa-se novamente a diferenca entre as ervas verdes
nativa e plantada. Um dado importante que nao havia sido notado nos diagramas
anteriores € a separacdo dos grupos de erva-mate que passaram pelo secador
rotativo com fumacga do grupo que passou no secador esteira sem fumaca, que
mostra que o tipo de secagem também influencia na composicéao da erva-mate.

Isolabella et al*® observaram que a erva-mate ap6s o processo de sapeco
contém maior concentracdo de compostos bioativos em comparacdo as amostras de
erva-mate verde, e dependendo do composto, pode sofrer um leve decréscimo da
concentragcdo no processo de secagem. No entanto, ndo sao encontrados relatos na
literatura sobre diferentes processos de secagem industrial.

A Figura 27 apresenta o grupo de amostras de erva-mate prontas para o
consumo no qual cerca de 92% da variancia explicada em trés componentes

principais.
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Figura 28. A) PC1 x PC2 Ervas-mate prontas para consumo; B) PC1 x PC3 Ervas-mate prontas para consumo; C) PC2 x PC3
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Ao analisar as Figura 28 A e B das amostras de erva-mate prontas para o
consumo observa-se a discriminagdo do grupo do cha tostado frente as demais,
sendo a concentracdo de compostos bioativos tdo baixa quanto as amostras verdes,
assim como reportado por Marques e Farah®?, e diferenciando-se das demais
amostras prontas para consumo.

A Figura 28 C apresenta uma certa aglomeragéo por tipo de erva comercial
ainda incompreendida nesta figura. Como nas amostras durante o processamento
foi possivel verificar a influéncia do tipo de cultivo e do tipo de secagem, as amostras
comerciais foram divididas entre aquelas que foram cultivadas do forma nativa ou
plantacdo num primeiro momento. No segundo momento foram divididas entre
agquelas gque passaram por secador esteira sem fumaca e secador rotativo com
fumaca, a fim de verificar se 0 mesmo comportamento verificado nas amostras
durante o processamento seria observado nas amostras comerciais, explicando as

aglomeracoes visualizadas na Figura 28 C.
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PCA - Scores PCA - Scores

PC2-11.03%

PC1-72.22% PC2Z-11.02%

Figura 29. A) PC1 x PC2 das amostras de erva-mate prontas para consumo por tipo de cultivo nativa (em vermelho) vs. plantada
(em verde) B) PC2 x PC3 das amostras de erva-mate prontas para consumo por tipo de cultivo nativa (em vermelho) vs. plantada
(em verde) das amostras de erva-mate prontas para 0 consumo.
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As Figuras 29 A e B mostram a separacédo das amostras de erva-mate nativa
e plantada.

Ao avaliar a Figura 29 A pode-se observar a aglomeracéao do grupo de ervas
nativas com relagdo a PC2, demonstrando maior concentragao de teobromina e 3,4-
DI-CQA, e menor concentracdo dos demais compostos em relacdo as amostras
plantadas. Esta observacdo confirma que no produto final também é observada a
influéncia do tipo de plantio na composicao bioativa, como observado anteriormente
nas amostras durante o processamento industrial, e que a incidéncia da radiagédo UV
favorece o aumento da concentracdo de alguns compostos que protegem a planta
desse tipo de estresse®®2%2 Esta observacédo foi comprovada em outros estudos

como o de Riachi et al no ano de 2018.1*%"
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Figura 30. A) PC1 x PC2 das amostras de erva-mate prontas para o consumo divididas por tipo de secador o qual foram
submetidas: secador rotativo com fumaca (em vermelho) vs. secador em esteira sem fumaca (em verde) B) PC2 x das amostras
de erva-mate prontas para o consumo divididas por tipo de secador o qual foram submetidas: secador rotativo com fumaca (em

vermelho) vs. secador em esteira sem fumaca (em verde).
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Na Figura 30, assim como foi observado nas ervas durante o processamento,
no produto final também fica visivel que o tipo de secador influencia na composicao
bioativa. Nao existem estudos que mostrem a influéncia por tipo de secador
industrial publicados . Em comparacédo aos estudos em diferentes temperaturas de

tostagem promovido por Riachi et al*®”!

, quanto mais agressivas as condicoes,
menores as concentracdes de compostos bioativos devido a pirdlise e degradacéo
dos compostos fendlicos e possivel sublimacao da cafeina. Sendo o secador rotativo
com fumaca a condicdo mais agressiva de secagem neste estudo, as amostras que
passam por este secador possuem menores e mais variadas concentracbes de
compostos bioativos.

As amostras premium e organica, representadas em vermelho, que utilizaram
secador rotativo com fumaca no processamento, ficaram mais aglomeradas em
relacdo as amostras destacadas em verde, que passam por secador em esteira sem
fumaca e possuem uma concentracao total de acidos cafeoilquinicos ligeiramente
menor que as demais amostras.

O tipo de plantio e o processo de secagem influenciam na composicao
bioativa do produto. As amostras plantadas, sao cultivadas ao sol, o que favorece o
aumento da concentracdo de &cidos cafeoilquinicos para proteger a planta da
radiacdo UV, enquanto as amostras nativas, que sao cultivadas na sombra, tem a
concentracdo dos compostos nitrogenados, ou seja, alcaloides, favorecidas. O
processo de secagem industrial pode ser realizado de duas maneiras, onde a forma
mais branda ndo promove a degradacdo dos compostos bioativos apresentando
uma concentracao ligeiramente maior em comparagdo com o processo de secagem
rotativo com fumaca. Desta forma observou-se diferenca entre as amostras que
foram cultivadas de diferentes formas tanto durante o processamento quanto no
produto final. Foi observada diferenca também do tipo de processo de secagem
tanto nas amostras que foram coletadas durante as etapas de processamento

guanto as coletadas no produto final.

4.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A Tabela 13 apresenta a concentragdo total dos acidos analisados e a

atividade antioxidante medida.
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Tabela 12. Concentracao total de &cidos cafeoilquinicos e atividade antioxidante

Amostra Total 4cidos (%) mM eq. trolox
Tradicional 14,79 14,5+£0,5
Picolo chimarrao 14,18 15,7£1,0
Tereré natural 12,96 13,4+0,6
Erva-mate sapecada plantada (liofilizada) 12,73 11,6+0,3
Cambona 12,24 12,1+£1,5
Organica 11,64 11,7+0,2
Premium 10,54 14,9+0,7
Uruguai 10,04 12,9+1,1
Cha mate tostado 2,65 5,31£0,8
Erva mate verde plantada (liofilizada) 2,26 1,4+0,1

Das amostras analisadas por HPLC, 12 foram também analisadas pelo
método ORAC a fim de verificar suas atividades antioxidante.

A Tabela 13 apresenta uma tendéncia entre a quantidade de &cidos
cafeoilquinicos e atividade antioxidante, quanto maior a quantidade de &cidos, maior
a atividade antioxidante. Essa tendéncia é observada na tabela acima, e que pode

ser verificada e validada mediante HCA e PCA.
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Figura 31. Dendograma com resultados de atividade antioxidante

Na Tabela 13 observa-se que a atividade antioxidante foi menor nas amostras
com menor quantidade de CQA’s (verde e chd), e as demais amostras, que
apresentaram maior quantidade de CQA’s, também apresentaram maior atividade
antioxidante. No dendograma apresentado na Figura 31 fica clara a divisdo das
amostras em dois grandes grupos: O grupo que apresentou menor atividade
antioxidante e menor quantidade de CQA’'s e o grupo com maior atividade
antioxidante e maior quantidade de CQA’s, comprovando o0 que havia sido
observado na Tabela 13.

Na PCA, PC1 e PC2 correspondem a 85% da variancia entre os dados.
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Figura 32. PC1 X PC2 concentracdo de acidos cafeoilquinicos e atividade
antioxidante

Na Figura 32 podemos observar que a atividade antioxidante tem influéncia
no eixo positivo nas duas PCs, onde a erva verde e o ché ficam isolados do restante
das amostras, comprovando o que foi observado na tabela. O comportamento de
isolamento das amostras verdes e do cha tostado é devido a concentracdo de
compostos bioativos ser menor do que nas demais amostras. A erva verde tem o
conteudo de acidos cafeoilquinicos menor devido a presenca das enzimas que
promovem a oxidagdo. J4 o cha mate tostado tem a concentracdo menor pelo fato
de ter passado por um processo agressivo de temperatura, promovendo a
degradacédo dos compostos fendlicos que sdo sensiveis a luz. [#382107.108]

Assim como descrito na literatura®>%**®® a3 quantidade de &cidos
cafeoilquinicos, esta diretamente relacionada a atividade antioxidante, como

observado neste trabalho.
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5. CONCLUSAO
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5. CONCLUSAO

A técnica de extracdo assistida por ultrassom mostrou-se eficiente para extrair
os CQA’s, metilxantinas e rutina das amostras de erva-mate em diferentes etapas do
processamento e no produto pronto para consumo como chimarrao.

Utilizando a técnica de HPLC-DAD-MS" foi possivel identificar 11 e quantificar
8 dos compostos bioativos no extrato metandlico das amostras, mostrando que
existe potencial para utilizar o produto em diferentes etapas do processamento para
finalidades como inddstria de alimentos e cosméticos onde o interesse maior é na
composicao bioativa.

Utilizando o método de sequestro do radical peroxil (ORAC) foi possivel
determinar a atividade antioxidante das amostras. A atividade antioxidante foi
correlacionada ao teor total de CQA’s encontrado e verificou-se que quanto maior a
concentracdo desses compostos, maior foi a atividade antioxidante. Isso comprova o
gue vinha sendo mencionado na literatura de que estes compostos Sdo 0s maiores
responsaveis pela atividade antioxidante.

Mediante andlise por componentes principais, foi possivel identificar um grupo
composto pelo chd mate tostado, um grupo composto pelas ervas-mates verdes
nativa e plantada, e um grupo composto pelo restante das amostras analisadas.

Analisando as ervas-mates, foi possivel observar que o tipo de plantio
influenciou na composicao bioativa, distinguindo as amostras que foram plantadas
das amostras provenientes de cultura nativa.

Na etapa de sapeco percebe-se um aumento da concentracdo de compostos
bioativosem relacdo as amostras verdes. A etapa de secagem também influencia na
composicédo bioativa, sendo possivel distinguir amostras que passaram pelo secador
rotativo com fumaca das amostras que passaram por secador esteira sem fumaca.

Ao analisar as ervas-mate comerciais também foi possivel observar, apesar
da grande similaridade entre elas, que o tipo de plantio influencia até a etapa final de
processo, visto que erva-mate nativa e plantada ficam aglomeradas entre si nos
diagramas das PCs. A etapa de secagem também tem influéncia até o produto final,
pois nos diagramas de PCs foi observada a aglomeragao por etapa de secagem.

O chéa mate tostado ficou isolado das demais amostras, o que indica que a
etapa de tostagem ao final do processo também influencia na composicdo da

amostra com relacdo aos compostos bioativos.
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A amostra mais rica em metilxantina e acidos cafeoilquinicos foi a erva-mate
nativa sapecada, e a amostra mais rica no flavonoide rutina foi a amostra pronta

para consumo de tereré natural.
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