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Dedico esta dissertagdo a

Amaury (in memorian), que teve sua brilhante trajetoria académica interrompida. Esta
vitdria € pra voce, tio.

Jualia, que ndo se conformou com o que o destino lhe insinuava, e hoje estou aqui. Esta
vitoria é pra voc€, vo.

Aurimar e Socorro, por ter me inundado de carinho, amor, apoio e dedicacdo. Esta vitéria é
de vocés.

Marluce, Jilia e Alexandre. Sem vocés, o caminho teria sido doloroso. Esta vitdria € pra
vOCés.
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(Ilex paraguariensis) — Engenheiros do Hawaii

Hoje eu acordei mais cedo

Tomei sozinho o chimarrio

Procurei a noite na memoria
Procurei em vio...

Hoje eu acordei mais leve
Nem li o jornal
Tudo deve estar suspenso
Nada deve pesar

Ja vivi tanta coisa
Tenho tantas pra viver
To no meio da estrada
E nenhuma derrota vai me vencer

Hoje eu acordei livre
N3ao devo nada a ninguém
Nao hé nada que me prenda aqui

Ainda era noite
Esperei o dia amanhecer
Como quem aquece a dgua
Sem deixar ferver

Hoje eu acordei
Agora eu sei
Viver no escuro...
Até que a chama se acenda
Verde quente erva ventre dentro entranhas
Mate amargo noite adentro estrada estranha

)

Maios e coragdo, livres e quentes, chimarrdo e leveza

llex paraguariensis
llex paraguariensis

llex paraguariensis
llex paraguariensis

Com ele estd o brago de carne, mas conosco o SENHOR nosso Deus, para nos ajudar, e
para guerrear por nos (2 Cronicas, 32:8).
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RESUMO GERAL

As folhas e talos da erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hillaire) sdo empregadas no preparo
do chimarrdo e do chd mate. Estas bebidas apresentam elevada importancia bioldgica
devido a alta concentracao de compostos fendlicos presente na erva-mate. No entanto, nota-
se que dados acerca da composi¢do quimica de extratos obtidos simulando a forma como
essas bebidas sao comumente preparadas pelo consumidor ainda sdo escassos. Assim, neste
trabalho foi investigado o efeito da temperatura da dgua (65°C, 75°C, 85°C e 95°C) sobre
os teores de rutina e dos 4cidos gdlico, siringico, cafeico, ferrilico, p-cumadrico, 5-
cafeoilquinico,  3,4-dicafeoilquinico,  3,5-dicafeoilquinico e  4,5-dicafeolquinico,
transferidos da erva-mate (moida grossa e tradicional) para os extratos aquosos de
chimarrdo, os quais foram preparados da mesma forma como a bebida € tradicionalmente
consumida. Além disso, foi realizado um estudo multivariado, utilizando-se um
planejamento composto central e a técnica de otimizagdo simultinea de respostas descrita
por Derringer e Suich, para determinar as condi¢des 6timas de preparo da bebida de cha
mate (otimizando o tempo de infusdo, temperatura e volume de dgua), com a finalidade de
obter os niveis mdximos de transferéncia dos dcidos 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico,
3,5-dicafeoilquinico, 4,5-dicafeolquinico do cha para a bebida pronta para consumo. As
condi¢des 6timas foram utilizadas no preparo de bebidas a partir de amostras comerciais de
cha mate. As andlises foram realizadas por cromatografia liquida de alta efici€éncia. Para
viabilizar a determinacdo dos compostos nos extratos aquosos das bebidas, um método
cromatografico foi desenvolvido e otimizado utilizando-se um planejamento composto
central e a funcdo de desejabilidade de Derringer e Suich. As varidveis otimizadas foram a
concentracgdo inicial e final de metanol e tempo de gradiente. As respostas estudadas foram
a resolucdo e a simetria dos picos. O método otimizado resultou em um gradiente de 39,4
minutos que variou de 13,9% a 40% de metanol. Os resultados dos parametros de validagcao
do método indicaram que este foi adequado para a determinacdo e quantificacdo de
compostos fendlicos nos extratos aquosos de erva-mate. De acordo com os dados obtidos, a
temperatura da dgua de preparo do chimarrdao nao afetou significativamente os niveis de
compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos obtidos a partir da erva-mate

tradicional. Comportamento oposto foi verificado para os extratos preparados com erva-

Xvii



mate moida grossa, onde o aumento da temperatura favoreceu a obtencdo de extratos com
niveis mais elevados de compostos fendlicos. Quanto ao preparo do chd mate todas as
varidveis estudadas apresentaram efeito positivo significativo. As condi¢des Otimas de
preparo a partir de 2 g de ché foram 16 minutos de infusdo, em 300 mL de dgua a 95°C. As
bebidas de chd mate obtidas nestas condi¢des, a partir de amostras comerciais de cha,
apresentaram teores dos dcidos S-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico,
4,5-dicafeolquinico que variaram entre 3,72+0,17 mg e 31,06+8,75 mg, 0,52+0,01 mg e
6,17£0,99 mg, 0,33+0,043 mg e 26, 1849,96 e 0,80+0,02 mg e 15,84+5,69 mg,
respectivamente. Os extratos aquosos do chimarrdao e do chd mate preparados apresentaram
niveis elevados de compostos fendlicos e podem ser considerados como fontes potenciais

destes compostos para a dieta.

Palavras chave: erva mate, infusdo, compostos fendlicos, Derringer e Suich,

Cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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SUMMARY

Yerba mate (llex paraguariensis), a plant originated from South America, is employed for
preparing “chimarrao” and the mate tea beverage. Many biological assays have postulated
the beneficial consequences from the consumption of these beverages, which are rich in
phenolic compounds and other phytochemicals, for the human health. However, it could be
noted that there is a lack of data concerning to chemical composition of the extracts
obtained by simulating the way as the beverages are popularly prepared, considering the
possible variations that could exist due to the homemade preparation, as temperature and
time of contact of the leaves with water. Thus, in this research it was investigated the
impact of the water temperature (65°C, 75°C, 85°C and 95°C) upon the levels of gallic
acid, syringic acid, caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, 5-caffeoyilquinic acid, 3,4-
dicaffeoyilquinic acid, 3,5- dicaffeoyilquinic acid, 4,5- dicaffeoyilquinc acid and rutin
transferred from yerba mate (course ground and traditional) to the aqueous extracts of
“chimarrao”, obtained by reproducing in the laboratory the homemade preparation.
Moreover, a multivariate study was conducted, employing a central composite design and
the Derringer and Suich’s desirability function, to determine the optimal conditions of
preparing the mate tea beverage, aiming to reach the maximum transference of 5-
caffeoyilquinic, 3,4-dicaffeoyilquinic, 3,5-dicaffeoyilquinic and 4,5-dicaffeoyilquinc acids,
from the tea to the ready to drink beverages. The parameters evaluated were time of
infusion, temperature and volume of water. The optimal conditions found were applied for
preparing mate tea beverages from commercial tea samples. The extracts were analyzed by
reversed phase high performance liquid chromatography. To make viable the analysis of
the aqueous extracts, a chromatographic method was developed and optimized, using
multivariate statistical techniques, as central composite design and the desirability’s
function of Derringer and Suich. The optimized method was: initial concentration of
methanol 13.9%, final concentration of 40% in a gradient time of 39.4 minutes The results
of the method validation indicated that it has fitted well to the phenolic compounds
determination and quantification in the aqueous extracts of yerba mate. According to data,
the temperature of water used to prepare “chimarrao” did not affect significantly the levels

of the phenolic compounds obtained from traditional yerba mate. An opposite behavior was
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verified for the extracts prepared from course-ground yerba mate, being possible to
conclude that the increase of the temperature favored the obtention of extracts with higher
levels of phenolic compounds. Concerning the mate tea all the variables presented
statistically significant effect upon the studied system. The optimal preparing conditions
from 2 g of tea were 16 minutes of infusion, in 300 mL of water at 95°C. The beverages
obtained in these conditions from commercial samples of tea presented concentrations of 5-
caffeoyilquinic, 3,4-dicaffeoyilquinic, 3,5-dicaffeoyilquinic and 4,5- dicaffeoyilquinc acids
varying between 3.72+0.17 mg e 31.06+8.75 mg, 0.52+0.01 mg and 6.17+0.99 mg,
0.3340.043 mg and 26.18+£9.96 and 0.80+0.02 mg and 15.84+5.69 mg, respectively. It was
showed that the mate beverages extracts obtained as they are homemade prepared are

excellent sources of phenolic compounds, mostly of chlorogenic acid.

Key words: yerba mate, infusion, phenolic compounds, Derringer and Suich, High

performance liquid cromatography
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INTRODUCAO GERAL

Os compostos fendlicos sdo uma importante classe de fitoquimicos amplamente
distribuidos no reino vegetal, presentes em frutas, hortalicas, cereais e bebidas. Nos ltimos
anos, a descoberta dos beneficios a saide humana provenientes do consumo de alimentos
ricos nessas substancias tem despertado o interesse do mundo cientifico para investigar o
conteido de compostos fendlicos em diversas matrizes alimenticias vegetais (BRAVO,
1998; BERNAL, MENDIOLA, CIFUENTES, 2011). Atualmente, a determinacdo de
compostos fendlicos em alimentos tem sido realizada predominantemente através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (KALILI, VILLIERS, 2011). A literatura sobre o
tema conta com um grande numero de publicagdes cientificas, onde métodos
cromatograficos com diferentes caracteristicas sdo desenvolvidos e aplicados para a
separacao de compostos fendlicos. A despeito da extensa lista de métodos ja desenvolvidos,
a andlise desses compostos ainda é um desafio, em fun¢do do seu amplo nimero de
substancias com grande diversidade quimica, estrutural e de polaridade, levando a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos cromatogréaficos (TSAO, YANG, 2003;
REGOS, TREUTTER, 2010).

As técnicas estatisticas multivariadas como o planejamento composto central e a
funcao de desejabilidade de Derringer e Suich, podem ser ferramentas muito uteis quando
se pretende desenvolver e otimizar um método cromatogrifico (BREITKREITZ, 2007;
BALLUS, 2011). Os planejamentos fatorais permitem determinar os parametros que afetam
significativamente a separacdo e os possiveis efeitos de interacdo entre eles, com um
pequeno nudmero de experimentos, isentando o pesquisador do moroso processo de
otimiza¢do univariada do método, em que cada pardmetro é variado isoladamente. Além
disso, a utilizacdo das fungdes de desejabilidade possibilita o tratamento estatistico
simultaneo de um grande ndmero de respostas, o que € comum nessas situagdes, de maneira
a fornecer uma resposta global adequada aos objetivos do pesquisador (ZIVANOVIC et al.,
2009; MEINHART, et al., 2011). .

A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hillaire) € uma planta oriunda da América do
Sul, ocorrendo no Brasil, Paraguai e Argentina nas formas nativa e cultivada. E

amplamente utilizada no preparo de infusdes muito consumidas na América Latina, como o



chimarrdo e o cha mate (BASTOS et al., 2007a). O chimarrdo consiste em uma infusao
parcial a quente, uma vez que a erva-mate ndo é totalmente imersa em 4gua durante o seu
preparo. A forma de preparo mais difundida dessa bebida caracteriza-se pela sucessiva
adicdo de d4agua sobre a erva-mate até que se note perda do sabor da infusdo
(MAZZAFERA, 1997). Devido a esta caracteristica de consumo, a ingestdo didria de
chimarrdao pode ultrapassar um litro por pessoa. As folhas e talos de I. paraguariensis
também sdo utilizadas para o preparo da bebida de chd mate, a qual constitui o cha mais
consumido no Brasil (BASTOS et al., 2007a; IBGE, 2009)

A composi¢do quimica da erva-mate € rica em compostos oriundos do metabolismo
secundério da planta, como metilxantinas, saponinas e compostos fendlicos, aos quais t€ém
sido associadas diversas propriedades benéficas a saide humana. O perfil de compostos
fendlicos da erva-mate € constituido majoritariamente por acidos monocafeoilquinicos,
dicafeoilquinicos e seus isdmeros, substancias formadas a partir da reacdo de esterificagdo
entre os 4dcidos cafeico e quinico, € que sdo membros de uma classe de compostos
denominada acidos clorogénicos (CLIFFORD,1999; CARINI et al., 1998; BASTOS et al.,
2007b; BRAVO, GOYA, LECUMBERRI, 2007; HECK et al., 2008; DUGO et al., 2009).
A literatura destaca ainda a rutina como o flavonoide presente em maiores concentragdes na
planta, bem como a quercetina, o kaempferol, o dcido gélico e o dcido cafeico, presentes
em concentracdes minoritarias (FILIP er al., 2001; RIBANI, 2006; MARQUES, FARAH,
2009) .

Nos ultimos anos, os ensaios bioldgicos realizados envolvendo extratos aquosos de
erva-mate, tém contribuido para consolidar esta planta como uma importante aliada na
prevengdao ao desenvolvimento de algumas patologias. Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que o consumo regular de bebidas derivadas da erva-mate produzem efeitos
antioxidantes, hipoglicémicos, protetores de membranas celulares, de lipoproteinas e sobre
o DNA, auxiliando na prevencao do aparecimento de doencas como aterosclerose e cancer
(GUGLIUCCI, 1996; BRACESCO, et al, 2003; MIRANDA et al., 2008;
PUANGPRAPHANT et al., 2011; BOAVENTURA, et al., 2012)

Algumas destas propriedades benéficas a saide sdo associadas aos compostos
fenodlicos presentes na planta (BASTOS et al., 2007a). No entanto, é importante considerar

que a erva-mate ndo € consumida na sua forma integral, e sim na forma de chés e infusdes,



e que a magnitude dos efeitos benéficos esperados mediante a ingestdo das bebidas
derivadas da erva-mate dependem da disponibilidade dos compostos fendélicos no produto
ingerido pelo consumidor. Por esse motivo, a necessidade de determinar a composi¢do
quimica das bebidas, bem como elucidar os efeitos das condi¢des de preparo (tempo de
infusdo, temperatura da 4gua de preparo e granulometria da planta) sobre a concentragdo
das substancias bioativas nos extratos ingeridos € proeminente (ASTILL, et al., 2001). De
acordo com diversos estudos ja realizados para chds e infusdes, a compreensdo do efeito
dessas varidveis € de extrema importancia, uma vez que elas afetam significativamente a
disponibilidade de compostos fendlicos nas bebidas prontas para consumo (PERVA-
UZUNALIC et al., 2006; RUSAK, et al., 2008; KOMES et al., 2010; NISHYIAMA et al.,
2010)

Ao investigar as metodologias de extracdo para determinacdo de compostos
fendlicos em erva-mate, é possivel constatar que estas foram desenvolvidas com o objetivo
de caracterizar a planta. Os métodos incluem a andlise de extratos organicos (metanodlicos,
etandlicos, em éter etilico, acetona) e aquosos, obtidos através de extracdes exaustivas e
preparo de infusdes com etapas de imersdo total ou decoccdo das folhas, maceracoes,
agitacdo mecanica, diferentes nimeros de extracdo, bem como o uso de tempo (5 a 20
minutos), temperatura (70°C a 100°C) e volume de dgua de infusdo diferenciados (200 a
1500 mL). Embora a aquisicdo de extratos aquosos de erva-mate tenha a finalidade de
aproximar-se das infusdes normalmente ingeridas pelo consumidor, € possivel inferir que
estes métodos de extragdo ndo conseguem representar o modo peculiar de preparo do
chimarrdo, tampouco avaliam o efeito de diferentes condi¢cdes de preparo sobre a
composi¢do fenodlica desta bebida (MAZZAFERA, 1996; FILIP et al., 2001; DUGO et
al.2009 ; MARQUES, FARAH, 2009; PAGLIOSA et al., 2010; VALERGA et al.,.2012)

No que concerne ao chid mate e a bebida obtida apds a infusdo, é possivel encontrar
estudos que tenham investigado a composi¢do quimica dos extratos preparados de forma
fidedigna a realizada pelo consumidor (BASTOS et al., 2005). Porém, ndo foram
encontrados, dentre a literatura pesquisada, trabalhos que tenham avaliado o impacto das
condig¢des de preparo da bebida de cha mate, como tempo e temperatura de infusao, sobre o

teor dos compostos fendlicos no produto pronto para consumo.



Diante do exposto, em fun¢do da alta quantidade de compostos fendlicos presentes
em infusdes a base de erva-mate, bem como da importancia bioldgica apresentada por estas
substancias, o presente estudo julgou valiosa a iniciativa de investigar os niveis de
compostos fendlicos (dcidos 5S-cafeoilquinico, 3,4 dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico,
4,5-dicaffeoilquinico, p-cumdrico, siringico, gdalico, ferrilico, quercetina, rutina e
kaempferol) transferidos da erva-mate para os extratos aquosos obtidos a partir do
chimarrao, bem como de avaliar o efeito da temperatura da 4gua de preparo da bebida sobre
a migracio destes compostos. Para tanto, foram investigados dois tipos comerciais de erva-
mate, a tradicional e a moida grossa, sendo respeitadas as peculiaridades de preparo da
bebida. Da mesma forma, mediante a falta de dados na literatura acerca do tema, este
trabalho visou investigar, através de um estudo multivariado, o efeito das condi¢des de
preparo da bebida de chd mate (tempo de infusdo, temperatura e volume de dgua) sobre o
teor dos 4cidos S-cafeoilquinico, 3,4 dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-
dicaffeoilquinico, com a finalidadede obter os teores maximos desses compostos na bebida

pronta para consumo.
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1 Compostos fendlicos
1.1 Definicao, estrutura e classificacao

Os compostos fendlicos podem ser definidos como substincias que possuem um ou
mais grupamentos hidroxila substituidos em pelo menos um anel aromaético, tendo o fenol
(Figura 1) como o composto de estrutura mais simples, a partir da qual todas as outras sao
derivadas. Constituem substincias inerentes as plantas, sintetizadas por meio do
metabolismo secunddrio das mesmas, principalmente por meio das vias do shikimato e do
fenilpropandide (VERMERRIS, NICHOLSON, 2006; CROZIER, JAGANATH &
CLIFFORD,2010). Eles desempenham importantes funcdes fisiolégicas e morfoldgicas
nestes organismos, atuando em seu crescimento e reproducdo, bem como promovendo
protecdo contra o ataque de agentes patdgenos, parasitas e predadores (BRAVO 1998;
KENNEDY & WIGHTMAN, 2011). Nos alimentos, sdo responsdveis por parte das
propriedades organolépticas de frutas e vegetais, contribuindo para a sua cor, qualidade

nutricional e sensorial (BRAVO, 1998; DAL, MUMPER, 2010).

OH

Figura 1. Estrutura quimica do fenol.

Estruturalmente, abrangem desde substancias simples, de baixo peso molecular e com
um Unico anel aromédtico, até compostos complexos como os taninos e derivados
polifendlicos. Nao existe uma tnica forma de classificar os compostos fendlicos. Alguns
autores os classificam conforme o nimero de carbonos presentes na molécula (HARBONE
E SIMMONDS, 1964), ou de acordo com sua distribuicdo na natureza (RIBEREAU—
GAYON, 1972). No que se refere aqueles comumente presentes na dieta, Crozier, Jaganath

e Clifford (2009) os classificam em dois grupos: os flavonoides e os ndo flavonoides.

10



Os flavonoides sdao compostos que compreendem uma estrutura com 15 carbonos
arranjados em uma configuragdo C¢-C3-Cg Essencialmente, consistem em dois anéis
arométicos, denominados A e B, conectados por 3 carbonos, os quais geralmente formam
um anel heterociclico, identificado como C (Figura 2). De acordo com os substituintes
deste anel, os flavonoides podem ser classificados em flavondis, flavonas, flavanonas,
flavanois, isoflavonas, flavanonols e antocianinas. Dentro de uma mesma classe de
compostos, os flavonoides diferenciam-se segundo os substituintes nos anéis A e B, que
podem ser oxigénio, cadeias alquila, acila e glicosideos (BALASUMDRAM, SUMDRAM
& SAMMAN, 2006).

Figura 2. Estrutura genérica de um flavonoide

Dentre os flavonoides, os flavondis constituem os mais distribuidos na natureza e
com maior diversidade estrutural. Encontram-se comumente ligados a agucares, de forma
que a maioria dos compostos pertencentes a esta classe existe naturalmente na forma
glicosilada (CROZIER, JAGANATH & CLIFFORD, 2010). O actcar ligado € geralmente
a glicose ou a ramnose, mas também pode ser galactose, arabinose, xilose ou outros
acticares. Comumente, a conjugacio acontece apenas com um agtcar, mas pode haver dois
ou trés acgucares ligados a mesma molécula. Essa glicosilagdo pode influenciar nas
propriedades quimicas, fisicas e biolégicas do flavonoide (HORST, LAJOLO, 2012).

As substancias compreendidas no grupo dos ndo flavonoides com maior relevancia
para a dieta incluem os dcidos fendlicos, com estrutura C¢-C; e o 4cido cindmicos e seus
derivados conjugados, com estrutura geral Cg-Cs.

Os compostos pertencentes ao grupo dos dcidos fendlicos sdo derivados do &cido

hidroxibenzdico, caracterizados pela substituicdo de uma carboxila no grupo fenol do anel
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(Figura 3). Este grupo tem como principal representante o acido gdlico, mas conta também
com os acidos p-hidroxibenzéico, vanilico, protocatecuico, entre outros.

Os compostos pertencentes ao grupo dos dcidos cindmicos mais comuns na dieta sdo
os 4cidos p-cumadrico, cafeico, ferrdlico e sindpico, sendo o dcido cafeico o mais encontrado
nos vegetais (Figura 3) (CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD, 2009). Estas substancias
sdo habitualmente encontradas nas plantas esterificadas com o acido quinico, constituindo
uma familia de compostos coletivamente denominada de acidos clorogénicos. Os acidos
clorogénicos mais largamente distribuidos no reino vegetal sdo os mono-€steres do dcido
cafeico (cafeoilquinicos), do 4cido p-cumdrico (p-cumaroilquinicos) e do acido ferrilico
(ferrulioquinicos), os quais t€m sua estrutura mostrada na Figura 4 (CLIFFORD, 1999;
VERMERRIS, NICHOLSON, 2006; CROZIER, JAGANATH e CLIFFORD, 2009).
Existem ainda os di-, tri, e tetra-ésteres do dcido cafeico que apresentam distribui¢do mais
restrita (CLIFFORD, 1999). A natureza da estrutura quimica dos compostos fendlicos
permite a formacdo de milhares de substidncias com caracteristicas diferentes, contribuindo

para a enorme diversidade e complexidade desse grupo de compostos.

1 2 » &
Rz Ry Ve
Ry COOH
Ra CH = ¢y = COOH
Ry g
Ry
Ry =0H - Acido Salicllico; R; = R ;= 0H —» Acido Gentisico; Ry = OH - Acido
By = Ry =Ry = Ry = H— Acido cindmico; Ry = OH —» Acido o-cumérico; p-hidroxibenzdico; Ry = Ry=0H - Addo Protocatequinico; Ry = OCHg;
Ry=0OH— Achdo m-cumarico; Ry=0H— Acido p-cumarnico; Ry=R3y= Ry=0H— Acido Vanilico; R,=Ry= Ry= OH — Acido Galico; Ro= Ry=0CH,;
OH —» Acido Cafiico; Ry = OCH; Ry = OH — Acido Feriico; Ry = Ry = Ry= OH —» Acido Siringico

OCH3; Ry = OH — Addo Sinapico

Figura 3. Estrutura quimica de 4cidos fendlicos. 1) Derivados do dcido cindmico e 2)

derivados do acido benzoico.
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Figura 4. Estrutura quimica dos 4cidos clorogénicos.

1.2 Importancia funcional

Os compostos fendlicos estdao amplamente distribuidos em frutas, vegetais, cereais,
legumes, temperos, vinhos, plantas e ervas utilizadas para a producdo de chds e infusdes.
Nos ultimos anos, estudos in vitro, em animais € em humanos, tém demonstrado os efeitos
benéficos a saude humana resultantes do consumo de alimentos ricos em compostos
fendlicos, sendo observado que hd uma correlagdo inversa entre uma dieta rica nesses
alimentos e o desenvolvimento de doencas cardiovasculares, neurogederativas e cancer
(RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA, 1997; LIU, 2003; SCALBERT et al., 2005).

Alguns destes efeitos estdo relacionados a capacidade de combater radicais livres
apresentada por estas substancias. Os radicais livre s@o espécies reativas que apresentam
um ou mais elétrons desemparelhados em seu orbital atdmico ou molecular, naturalmente
formadas durante o processo metabdlico celular de seres vivos aerdbicos. As espécies
reativas do oxigénio, como o ion superoxido (O;), radicais peroxil ROO" e HOO, hidroxil
OH e as espécies reativas do nitrogénio (NO) sdo formadas acidentalmente durante a
fosforilagdo oxidativa, quando elétrons transportados ao longo da cadeia respiratéria
“escapam” desta e, ao invés de reduzirem o oxigénio a dgua, formam radicais livres. Estes,
devido a sua alta reatividade, sdo capazes de reagir com membranas celulares e com o
DNA, podendo causar sérios danos as moléculas que constituem os mesmos. Embora o
organismo apresente um sistema enzimdtico natural de defesa contra estas espécies, como a
superdxido-dismutase, catalase, glutationa peroxidase, mediante a superproducdo de

compostos oxidantes (quadro denominado estresse oxidativo), os antioxidantes nao
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enzimaticos como os compostos fendlicos constituem importantes ferramentas no combate
a estas espécies reativas (HALLIWELL, 1994; VALKO et al., 2006).

Os grupos OH presentes na estrutura do fenol constituem a base de sua capacidade
antioxidante, atuam como agentes redutores em virtude de sua habilidade de doar o
hidrogénio para o radical livre, estabilizando-o. A transferéncia do hidrogénio para o
radical livre interrompe a reacao de oxidagdo e o radical fenox resultante € estabilizado por

ressonancia (Figura 5)

ROQe+PPH — ROOH + PP+
ROe +PPH — ROH + PP+

Figura 5. Mecanismo de estabilizacdo do radical livre (ROQO®) através da doacao de

um hidrogénio pelo composto fendlico (PPH).

Somada as suas propriedades antioxidantes, estudos t€m demonstrado, em ensaios in
vitro e in vivo, a habilidade dos compostos fendlicos em modular a atividade de certas
enzimas, devido a capacidade que certos compostos fendlicos possuem de se ligar as
proteinas, bem como a atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana, os efeitos
vasoprotetores, hipoglicémicos e a atividade anti-obesidade apresentada por esses
compostos (AJAY, ANWAR-UL, MUSTAFA, 2003; SANTAGELO et al., 2007; CHO et
al., 2010; ARCARI et al., 2009; YU et al., 2010; BOAVENTURA et al., 2012; DAGLIA,
2012). Sob o aspecto tecnolégico, a funcionalidade dos compostos fendlicos tem sido
explorada principalmente para a estabilizacdo de 6leos comestiveis e para a obtencdo de
corantes naturais (SOARES, 2002).

Diante do exposto, o interesse do mundo cientifico por alimentos que sejam fontes de
compostos fendlicos € eminente. Da mesma forma, uma vez que muitos alimentos ricos em
compostos fendlicos passam por algum processo de transformagdo ou preparo antes de
serem consumidos, como € o caso de frutas e vegetais processados, uvas utilizadas para a
producdo de vinhos, chds e infusdes, entre outros, a investigacao do contetido resultante de

fendlicos nesses produtos € de grande importancia.
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2 A erva-mate

2.1 Origem, distribuicao geografica e importiancia economica

O género llex, pertencente a familia Aquifoliaceae, retune cerca de 700 espécies,
dentre elas a Ilex paraguariensis St. Hillaire. Nativa da regido subtropical da América do
Sul, a I. paraguariensis tem sua area de distribuicao compreendendo a regido centro-norte e
depressao central do Rio Grande do Sul, passando por quase todo o Estado de Santa
Catarina. Continua avancando pelo centro-sul do Estado do Parand, estendendo-se a
nordeste para o Estado de Sdo Paulo. A partir do oeste do Parana, segue para o sul do Mato
Grosso do Sul, parte da Provincia de Missiones na Argentina e a regido oriental do
Paraguai. Esta distribuicdo corresponde a 3% da drea total do continente sul-americano
(Figura 6). Nestas regides, a exploracdo da Iparaguariensis ocorre através das colheitas
realizadas em herbais nativos e em herbais cultivados da planta (ROTTA, OLIVEIRA,
2005; BASTOS et al., 2007; DANIEL, 2009)
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Figura 6. Distribuicio geografica da Ilex paraguariensis St. Hillaire.

Fonte: www. sistemasdeproducao.cnptia.embrapa.br
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Economicamente, a erva-mate € um produto que vem conquistando destaque no
mercado mundial nos dltimos anos, devido a descoberta dos beneficios a sadde mediante o
consumo de bebidas e derivados desta planta, o que tem elevado a sua importancia
comercial para os paises que a produzem (HECK, MEJIA, 2007, MURAKAMI et al.,
2011).

O Brasil € o maior produtor mundial de erva-mate, com uma produgdo de 425.000
toneladas, registrada em 2010. A Argentina ocupa a segunda posi¢do, responsavel por
produzir 250.000 toneladas da erva em 2010, seguido do Paraguai com cerca de 85.000
toneladas produzidas neste mesmo periodo (FAO, 2010; SIDRA, 2010).

No Brasil, a drea de ocorréncia da planta corresponde a 450.000 km?, o que
representa cerca de 5% do territério nacional (ROTTA,OLIVEIRA, 2005). A principal
regido produtora de erva-mate é a regido Sul, responsdvel por 99% da producdo nacional
(SIDRA, 2011), sendo o restante da producdo proveniente do centro-oeste brasileiro,
principalmente Mato Grosso do Sul. O maior produtor de erva no pais € o estado do Rio
Grande do Sul, com uma produgdo de 272 mil toneladas em 2010, seguido pelo Paran4,
com 122 mil toneladas contabilizadas neste mesmo ano, por Santa Catarina e pelo Mato
Grosso do Sul, com 45 mil e 3 mil toneladas, respectivamente (SIDRA, 2011). Estima-se
que em 2010, a drea colhida tenha sido de 68 mil hectares (SIDRA, 2011).

O setor ervateiro nacional compreende cerca de 600 municipios da regido sul e
centro-oeste, com aproximadamente 750 industrias e 180 mil propriedades rurais
produtoras de erva-mate, gerando mais de 710 mil empregos diretos (RODIGHERI;
DOSSA; VIELCAHUAMAN, 2009). A produ¢cdao de erva-mate desempenha grande
importancia econdmica e social para os estados que a processam, pois gera emprego e
renda, principalmente para pequenos produtores e cooperativas que a produzem. O
chimarrdo é o maior responsdavel pela sustentabilidade do setor ervateiro no paifs,
respondendo por mais de 90% da producdo de erva-mate brasileira (ROTTA,OLIVEIRA,
2005).

Atualmente, o Brasil € o segundo maior exportador de erva-mate em quantidade, atrds
apenas da Argentina, porém, € o primeiro em faturamento. Este quadro é atribuido ao
aumento de quase 30% no volume de exportagdes de erva-mate ocorrido na ultima década

(FAO, 2010), o qual resultou em um acréscimo de 80% na receita de exportacdo desse
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produto, que passou de pouco mais de 26 milhdes em 2000 para mais de 50 milhdes de
dolares em 2010. Neste mesmo ano, foram comercializadas 33 mil toneladas do produto
com o Uruguai, Siria, Estados Unidos, paises da Europa, Asia e Oriente Médio (DUTRA,
2009; FAO, 2010), regides em que a erva-mate € utilizada para producdo de bebidas
energéticas e estimulantes, cdpsulas de suplemento alimentar, bem como em preparacdes
farmacéuticas, onde o extrato é empregado na manipulacdo de medicamentos para o

tratamento de obesidade (HECK, MEIJIA, 2007).

2.2 Composicao quimica

De um modo geral, as folhas verdes de I paraguariensis apresentam em sua
composi¢do actcares, aminodcidos, fibras, vitaminas A, C e E, além de vitaminas do
complexo B, e sais minerais. Quanto ao perfil fitoquimico da planta, destaca-se a presenga
de alcaloides (metilxantinas), saponinas triterpénicas e compostos fendlicos (GIULIAN et
al., 2007; DANIEL, 2009).

Os principais compostos fendlicos presentes na erva-mate sdo flavonoides e dcidos
clorogénicos, uma familia de compostos formados através da reacdo de esterificacdo de
alguns 4cidos derivados do acido trans-cindmico (4cido p-cumadrico, dcido cafeico e 4dcido
ferrdlico) e o dcido quinico. Em fun¢do do nimero de moléculas destes dcidos e da posicao
em que ocorre a esterificacdo com o 4cido quinico, hd formagdo de monoesteres e diesteres
de 4cido cafeico (cafeoilquinicos e dicafeilquinicos), do 4cido p-cumdrico (p-
cumaroilquinicos) e do 4cido ferridlico (ferruloilquinicos e diferruloilquinicos)
(CLIFFORD, 1999). Os icidos clorogénicos derivados da esterificacdo do dcido quinico
com o dcido cafeico sdo os principais representantes dessa classe de compostos na erva-
mate (Figura 7) e podem responder por cerca de 12% do peso seco da erva-mate
(SCHNEIDER et al., 2006).

Carini e colaboradores (1997), Bravo Lecumberri e Goya (2007), Bastos e
colaboradores (2007b) e Marques e Farah (2009) caracterizaram extratos aquosos e
metandlicos de erva-mate, identificando através do emprego de detectores de arranjo de

diodos (LC-DAD) e espectrometria de massas (LC-MS), os cafeoilquinicos 4cido 5-
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cafeoilquinico (5-CQA) e seus isdmeros 3-cafeoilquinico (3-CQA) e 4-cafeoilquinico (4-
CQA), os dicafeoilquinicos acido 3,4-dicafeoilquinico (3,4-DQA), 3,5-dicafeoilquinico e
4,5-dicafoilquinico (4,5-DQA), 4cido feruloilquinico (FQA), (CQA), 4cido, cafeoil-
glicosideos e os flavondis quercetina, rutina e kaempferol.

De acordo com a literatura, o teor dos acidos 5-CQA, 3,4-DQA, 3,5-DQA ¢ 4,5-
DQA, foram encontrados em concentragdes que variaram, em base seca, de 5,70 a 28,00
mg.g‘l, 1,00 a 8,55 mg.g‘l; 1,7 a 30,40 mg.g'1 e 2,10 a 28,90 mg.g'l, respectivamente. A
concentragdo dos dcidos 3-cafeoilquinico e 4-cafeoilquinico oscilou entre 2,3 a 23,2 mg g’1
e 1,340 a 9,00 mg g'l. Além destes, o acido ferrulioquinico, o dcido gélico e o dcido cafeico
ja foram encontrados em baixas concentracdes (0,83 a 0,47 mg. g'l, 1, 25 mg.g'1 e 0,14 a
0,55 mg. g'] em base seca, respectivamente). No que concerne aos flavonoides, os
representantes mais expressivos desta classe de compostos s@o os flavondis, destacando-se
a quercetina (0,031 mg.g'1 a39 mg.g‘1 ), o kaempferol (0,012 rng.g'1 almgg')earutina,
a qual constitui o flavonoide de maior abundincia na planta, sendo encontrada em
concentragdes que variaram de 0,6 mg. g'1 a 8,03 mg. g'] . (CLIFFORD, 1990; FILIP et al.,
2001; RIBANI, 2006; CARDOSO JUNIOR et al., 2007; MARQUES FARAH, 2009).

IL ; J(Z:R_: Ry =CA,R;=Ry=H 3-CQA
R — ~— 3/ —770R, R=CAR=Ri=H 4+CQA
A XN 0H gO e e Ry=CA R =R=H 3-CQA
(L S Gl Ri=FA R =R;=H 3-FQA

it OH ORy Ry=FA R =R;=H 4-FQA

- Ry=FARj=R;=H 5FQA

R=OH CA B=Ry=CAR;=H 34diCQA
R=0Me FA Ri=Ri=CA R;=H 354diCQA
Ri=Ri=CA R =H 45diCQA

|
OH OH OH

Figura 7. A) Estrutura quimica dos acidos clorogénicos encontrados em extratos aquosos e
metandlicos de erva-mate. B) estrutura quimica da rutina, principal flavonoide presente

nesta planta.
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2.3 Técnicas de extracao e analise de compostos fendlicos em erva-mate

A extracao constitui o principal passo para a recuperacdo e isolamento dos compostos
fenodlicos a partir das matrizes vegetais. As técnicas aplicadas visam alcangar as melhores
condicdes de extracdo dos fendlicos, com a finalidade de determinar o contetdo total desses
compostos nos alimentos. As formas tradicionais de obteng¢do de extratos de plantas sio
maceracao, infusdo, decoc¢do e fervura sob refluxo. Contudo, no intuito de promover
extracoes mais eficientes, técnicas como a extracdo exaustiva com Soxhlet, extracdo
assistida por ultrassom, extracdo com solvente assistida por microondas, e extracio com
fluido super-critico, tem sido utilizados com sucesso (ONISZCZUK, HAWRY, 2011).

Nesse contexto, verifica-se que as pesquisas para investigar o perfil de compostos
fendlicos da erva-mate tém se concentrado em caracterizar a composi¢ao quimica da planta.
Portanto, a extracdo é conduzida com a finalidade de potencializar a sua transferéncia das
folhas para o solvente empregado.

Dugo e colaboradores (2009) avaliaram diferentes métodos de extracdo de compostos
fendlicos da erva-mate (infusdo, maceracdo, extracdo assistida por ultrassom e extracao
com fluido super-critico), com a finalidade de obter um extrato por meio do qual a planta
pudesse ser melhor caracterizada. Os autores concluiram que as infusdes preparadas com
7,5 g de erva por 5 minutos em 225 mL de dgua, bem como os extratos obtidos a partir de
7,5 g de erva em 225 mL de metanol, através de extracdo assistida por ultrassom,
forneceram os melhores resultados em termos de transferéncia dos compostos fendlicos.
Bastos e colaboradores 2007b caracterizaram por injecdo direta em espectrometro de
massas (ESI-MS), a composi¢do quimica das folhas de erva-mate a partir de extratos
etandlicos, de éter etilico e dgua (5 g de erva/4 horas). J4 Valerga e colaboradores (2012)
realizaram a extracdo com uma solucdo de acetona/dgua (80:20) usando um extrator
Soxhlet.

Pagliosa e colaboradores (2010) conduziram a extracdo com metanol/agua (80:20
v/v) e dgua (infusdo a 85°C) a partir de 2 g de erva. Ambos extratos foram sonicados em
ultrassom por 10 minutos e submetidos a andlise cromatografica. Marques e Farah (2009)

analisaram extratos organicos, obtidos através de agitacdao a 300 rpm por 20 mintuos de 1 g

19



de erva em metanol/agua 40:60 v/v, e extratos aquosos (infusd@o em 190 mL de dgua a 95°C
por 15 minutos).

No trabalho realizado por Filip e colaboradores (2001), 5 g erva-mate foi submetida
ao processo de decoccao em 70 mL de dgua por 20 minutos, Heck e colaboradores (2008)
realizaram a maceragdo de 2,7 g de erva-mate, seguida de infusdo desta em 250 mL de dgua
a 98°C por 10 minutos.

Bastos e colaboradores (2005) e Mazzafera (1996), com o intuito de reproduzir o
preparo do chimarrdao em laboratério, prepararam infusdes a partir de 1,5 g de erva-mate,
por¢do que foi umedecida com dgua morna e disposta contra a parede do recipiente em que
foi pesada. Em seguida, 70 mL de dgua a 85°C foram adicionados em duas partes (35 mL
cada adicdo) para simular o modo de preparo da bebida realizado pelos consumidores. Cada
aliquota de dgua permaneceu em contato com a erva até que a temperatura alcangasse 55°C,
periodo apds o qual os extratos aquosos resultantes foram drenados, filtrados e combinados
para andlises posteriores.

A metodologia mais utilizada para determinacdo de compostos fendlicos em erva-
mate é a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), acoplada a detectores UV-

Vis, como o detector de arranjo de diodos (DAD), detectores de fluorescéncia ou
espectrometro de massas (KALILI, VILIERS, 2011). Para separacdo e quantificagdo dos
compostos fenolicos em erva-mate por CLAE foram empregadas colunas de fase reversa
(C-18), com comprimento entre 15 e 25 cm e tamanho de particula de 5 pm. As fases
moéveis empregadas compreenderam sistemas bindrios compostos por dgua e um solvente
organico, geralmente metanol ou acetonitrila. Os sistemas foram conduzidos

em sua maioria por eluicdo em gradiente. As fases méveis foram acidificas usualmente com
dcido férmico, dcido acético glacial ou 4cido fosférico. Solugdes tampdes também foram
utilizadas (tampao citrato). Trabalhos da literatura mostraram a separac¢do simultanea entre
2 e 9 compostos, com tempo de andlise variando entre 30 e 60 minutos. A Tabela 1
sumariza os métodos de extracdo ja utilizados para determinar o conteido de compostos
fendlicos em extratos aquosos e orginicos de erva-mate, bem como os métodos

cromatograficos empregados para alcancar a separagao dos compostos.
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Tabela 1. Métodos de extragdo e andlise cromatogr de compostos fendlicos em erva-mate.

Extracao

Método de determinacao

Referéncia Tipo de extrato
1,5 g de erva-mate, em CLAE — DAD-ESI-MS
infusdo parcial com dgua a C18-250 mm x 4,6 x 5 um
Mazzafera (1996) Aquoso
85°C em 70 mL de dgua Metanol:dgua:icido acético
combinas e analisados. Elui¢do isocratica
CLAE - DAD
Filipe 5 g de erva-mate em Coluna C18
colaboradores Aquoso decocgdo por 20 minutos C18-250 mm x 4,6 x 5 pm
(2001) em 70 mL de dgua Metanol:acido acético
Eluicdo em gradiente
5 g de erva-mate em 100
Bastos e Aquoso e organico
mL de solvente, por 4 ESI-Q-TOF
colaboradores (etanol e éter
horas sob refluxo a 76°C, Infusdo direta
(2007) etilico)
40°C e 97°C.
CLAE bidimensional — ESI-Ion
7,5 g de erva-mate em 225
trap-TOF
Dugoe mL de dgua fervente,
Aquoso Organico C18 — 150 mm X 4,6mm x 2,7
colaboradores infusdo por 5 minutos ou
(metanol) um
(2009) em metanol, por 10 min no o
Acetonitrila:dgua
ultrassom
Eluicdo em gradiente
1 g de erva-mate em
infusdo por 15 minutos em
Aquoso CLAE-DAD-ESI-MS

Marques e Farah

190 mL de dgua a 95°C

Hidro-alcoolico
1 g de erva-mate na

C18-250 mm x 4,6 x 5 um
Metanol:acido citrico 10 mM

(2010) (metanol/dgua
solucdo hidro-alcoolica,
40:60) Eluicdo em gradiente
agitada por 20 minutos a
300 rpm
Aquoso 2 g de erva-mate em
CLAE - DAD
Pagliosa e Hidro-alcoolico infusdo a 85°C, ou na
C18 - 25250 mm x 4,6 X 5 um
colaboradores (metanol/dgua solucdo extratora, ambos h
Agua:acetonitrila:n-butanol
(2010) 80:20) por 10 minutos no
Eluicdo isocratica
ultrassom
CLAE - DAD
Valerga e Aquoso/orginico
Extragéo sob refluxo, C18-250 mmx 4,6 x 5 um
colaboradores (acetona/dgua
repetida por 5 vezes Metanol:acido férmico
(1012) 80:20)
Eluicdo em gradiente
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2.4 Bebidas preparadas a partir da erva-mate

Nos ultimos anos, a erva-mate vem conquistando reconhecimento mundial e se
estabelecendo como uma fonte natural de compostos benéficos a saide humana, sendo
utilizada como matéria-prima para a obtencdo de formulagdes farmacéuticas e bebidas
energéticas. No entanto, em alguns paises da América dos Sul, principalmente Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai, as propriedades da erva-mate sdo conhecidas hd séculos
pelas populacdes locais, que utiliza a planta para o preparo de chds e infusdes muito
consumidos nestas regides. As principais bebidas obtidas a partir das folhas e talos da erva-
mate sdo o chimarrao, o tereré e o cha mate. (BASTOS et al., 2005; BASTOS et al., 2006).

O chimarrdo consiste em uma infusdo parcial de erva-mate em 4dgua quente. A
temperatura de preparo do chimarrdo constitui uma preferéncia pessoal, variando,
geralmente, entre 70 a 85°C. A forma tradicional de preparo da bebida consiste em
posicionar verticalmente uma quantidade de erva contra a parede de um recipiente
denominado “cuia”, de modo que a erva ocupe cerca de 2/3 do volume do mesmo, como
ilustrado na Figura 8. O espaco remanescente na cuia é entdo preenchido com a 4agua
aquecida. Apds estas etapas, a bebida estd pronta para ser consumida. A succ¢do € feita com
o auxilio da bomba (Figura 8), uma espécie de canudo metdlico, o qual contém na
extremidade imersa no liquido um disco perfurado que age como um filtro durante a suc¢do

da bebida (MEINHART et al., 2010).

(1) (2) (3) “4)

Figura 8. Etapas do preparo do chimarrdo. (1) a erva é depositada na cuia e em seguida (2)

posicionada verticalmente contra a parede da mesma. Finalmente (3), a d4gua € adicionada

no espaco remanescente. Em (4), a bomba de metal utilizada para succionar a bebida.
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Usualmente, a mesma erva € reutilizada para o preparo de varios chimarrdes através
de sucessivas adi¢des de dgua na cuia. O ndmero de vezes que o volume de dgua é
renovado constitui uma preferéncia pessoal, porém, de um modo geral, o apreciador
reutiliza a erva para o preparo de novas bebidas até que a perda de sabor da mesma seja
notada. De acordo com Meinhart e colaboradores (2010), 30 repeticdes sdo suficientes para
que a perda de sabor seja pronunciada. Devido a essa caracteristica, o habito de consumir o
chimarrdao implica na ingestdo didria de grandes volumes da bebida. Em paises como o
Brasil, Argentina e Uruguai, ¢ comum o consumo didrio de mais de um litro de extrato
aquoso ingerido por pessoa (MEINHART et al., 2012).

O mercado disponibiliza diferentes tipos de erva-mate para o preparo do chimarrao.
Em geral, as diferencas entre as ervas comercializadas estdo no tamanho de particula apds
moagem, na propor¢cdo de mistura entre plantas provenientes de herbais nativos e herbais
cultivados e da adicdo de outros ingredientes, como aguicar ou outras espécies vegetais. Nao
existe uma legislacdo que regulamente as proporcoes de talos e folhas na composi¢do das
ervas-mate, bem como a magnitude da moagem, de modo que as ervateiras as produzem de
acordo com a aceitacdo do mercado consumidor. Atualmente, a legislacdo em rigor para a
erva-mate (ANVISA, Resolugdo 303, 2002), discorre apenas sobre parametros de higiene e
qualidade e regulamenta as espécies vegetais e ingredientes (agucar, saborizantes,
aromatizantes) adicionais acrescentados (MEINHART et al., 2010).

As ervas-mate mais consumidas para o preparo do chimarrdo sdo a tradicional,
composta de uma mistura de folhas e talos de erva-mate proveniente de plantas nativas e
cultivadas, geralmente na propor¢dao de 50% de cada e com tamanho de particula de 200
mesh, e a moida grossa, também constituida pela mistura de plantas nativas e cultivadas,
porém com um tamanho de particula apés moagem de 500 mesh (BIZZOTO et al., 2012).

O cha mate é constituido pelas folhas e talos tostados de I. paraguariensis. A forma
de preparo da bebida pode variar em funcdo do tipo de chd mate adquirido pelo
consumidor, que pode ser em sachés ou a granel (folhas soltas). Os primeiros estdo
disponiveis com uma porcao padrdo de chd mate (cerca de 2 g) envolto em uma embalagem
individual, a qual permanece sob infusdo total, em dgua quente ou gelada, durante o
periodo que o consumidor julgar necessdrio. Ja na segunda forma de comercializagcdo, o cha

mate apresenta-se em embalagens com maior capacidade de armazenamento (250 g ou 500
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g) e as folhas e talos encontram-se soltas e acondicionadas em um tnico invélucro de
polietileno. A bebida é preparada adicionando-se uma certa quantidade do chd em 4gua
quente, seguida do periodo de infusdo, que € determinado pelo consumidor, e por uma
etapa de filtragem simples, para a obten¢do de uma bebida livre de talos e folhas.

O ché mate € o chd mais utilizado no Brasil para o preparo de bebidas na forma de
infusdo total. De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o
consumo anual per capita de chas no pais € de 500 g, sendo que o chd mate corresponde a

96% desse total (0,482 kg) (IBGE, 2008).

2.5 Bebidas a base de erva-mate como fonte de compostos fendlicos

Conquanto a composi¢cdo quimica da erva-mate j4 tenha sido determinada em extratos
aquosos, através do preparo de infusdes, e organicos, apds extracdo exaustiva da planta,
estudos que tenham investigado a composi¢do quimica das bebidas preparadas a partir da
erva-mate obtidas da forma como sdo preparadas pelos consumidores ainda sdo escassos.
Estas informacdes sdao de extrema importdncia, ji4 que, embora a erva-mate contenha
elevados teores de compostos fendlicos, € importante considerar que ela ndo é consumida
de forma integral, e sim, na forma de chds ou para o preparo de chimarrdo.

Apesar de as extragdes por infusdes (chds) ou decocgio ja estudadas tenham visado a
aproximacdo das condicdes usuais de consumo, nota-se que estas ainda se diferenciam
muito da forma com que o chimarrdo é preparado e consumido. Além disso, ndo foram
encontrados, entre a literatura consultada, estudos que tenham avaliado o impacto de
pardmetros como tipo de infusdo (parcial ou total), tipo de erva empregado, forma de
preparo (adicdes sucessivas de dgua a erva) e efeito da temperatura da dgua de preparo do
chimarrdo sobre o teor de compostos majoritdrios do chimarrdo (cafeoilquinicos,
dicafeoilquinicos e flavonoides). Tendo em vista que o chimarrdo é uma infusdo parcial e
que a infusdo € rdpida (cerca de 30 segundos entre a adi¢do da dgua e o consumo do extrato
aquoso) é importante avaliar qual a taxa de transferéncia de compostos fendlicos nessas

situacoes.
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Nesse sentido, Meinhart e colaboradores (2010) quantificaram o teor de compostos
fendlicos totais a partir do chimarrdo e do tereré, simulando fielmente a forma popular de
preparo dessas bebidas. Foi observado que a taxa de transferéncia de compostos fendlicos
totais presentes na erva-mate para os extratos aquosos variou entre 17 e 24 % (dependendo
do tipo de erva-mate). Ainda, verificaram que ocorreram variagdes drasticas da
transferéncia dos compostos entre os primeiros extratos aquosos e os ultimos (dentre 30
estudados). Ainda assim, os niveis de compostos fendlicos totais obtidos nos extratos
aquosos que normalmente sdo ingeridos pelo consumidor foram superiores a diversos
alimentos de bebidas reconhecidos como fontes potenciais destes compostos. No entanto,
nesse estudo foram avaliados somente os niveis de compostos fendlicos totais, os quais nao
foram separados e identificados. Mazzafera (1996) e Bastos e colaboradores (2005)
simularam o preparo do chimarrdo, obtendo extratos preparados a partir de 1,5 g de erva-
mate, submetida a infus@o parcial em um béquer com dgua a 85°C. Foram realizadas 2
adicoes de dgua a erva, com a finalidade de simular as repetidas adi¢cdes de dgua sobre a
erva realizada pelo consumidor. Porém, os extratos obtidos ndo foram analisados
individualmente, de modo que o efeito da adicao repetida de 4gua sobre a concentragdo de
compostos fendlicos em cada extrato ndo foi avaliado. De acordo com o primeiro autor, o
teor de acido 5-cafeoilquinico presente em 500 mL de extrato aquoso de chimarrdo € de
240 mg, enquanto o segundo autor determinou que, para este mesmo volume de extrato, a
quantidade média foi de 226 mg.

Paralelamente, a composi¢ao quimica da bebida de chd mate ja foi determinada por
alguns autores. Bastos e colaboradores (2005) prepararam a bebida de acordo com as
instrugdes do fabricante (um saché de cha em infusdo por 5 minutos em 182 mL de 4gua a
85°C,) e verificaram que uma xicara de bebida de chd mate continha, em média,16 mg de
acido 5-cafeoilquinico. Marques e Farah (2009) avaliaram o teor de compostos pertencentes
a familia dos 4cidos clorogénicos, em bebidas obtidas a partir de 3 marcas comerciais de
chd mate. As infusdes foram preparadas adicionando-se 190 mL de d4gua a 95 °Cem 1 g de
chd, permanecendo em repouso por 15 minutos. Os autores verificaram teores dos 4dcidos
3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico, 5-cafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico que
variaram entre 0,44 a 1,51 mg, 0,63 a 2,10 mg, 3,78 a 7,51 mg e 0,97 a 3,29 mg,

respectivamente, para uma xicara de 190 mL de bebida de cha mate.
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Apesar destes estudos representarem o preparo da bebida chd mate de acordo com o
utilizado pelo consumidor, diversos trabalhos realizados com bebidas preparadas a partir de
outros chds também demonstraram que a composi¢do quimica dos extratos ingeridos pelo
consumidor depende diretamente da forma como o preparo do mesmo € conduzido,
podendo ocorrer variagdes em funcao, por exemplo, do tempo e da temperatura da dgua de
infusdo utilizados. No entanto, ndo foram encontrados trabalhos na literatura que discorram
a respeito do efeito dessas varidveis sobre o teor dos compostos fendlicos na bebida de cha
mate. A elucidagdo do efeito desses parametros, bem como o estabelecimento de condi¢des
de preparo que favorecam a transferéncia dos compostos presentes no cha para a bebida, é
de suma importancia, tendo em vista as diversas publicagdes cientificas recentes que
associam as propriedades benéficas a satide humana resultantes do consumo regular da
bebida do chd mate a presenca dos compostos fitoquimicos transferidos da planta para a
dgua durante a infusdo (PANG, CHOA, PARK, 2008; BOAVENTURA et al., 2012.; GAO
etal., 2012).

2.6 Efeitos biologicos da ingestao de bebidas a base de erva-mate associados

a presenca de compostos fenolicos

Os chés e as infusdes preparadas a partir de ervas sdo reconhecidos por constituirem
uma das mais importantes fontes de compostos fendlicos da dieta. Os dcidos clorogénicos e
os flavondis, compostos fendlicos majoritdrios da erva-mate, constituem substancias com
atividade biologica de grande importidncia e estdo associados a acdo antioxidante e
atimutagénica.

Filip e colaboradores 2000 avaliaram a capacidade antioxidante de 16 extratos de
espécies do género Ilex, através do monitoramento in vitro da concentracio de produtos da
oxidacdo lipidica (TBARS: 2-thiobarbituric acid reactive substances), e observaram que a /.
paguariensis apresentou a maior capacidade antioxidante dentre todas do género. Além
disso, quando comparada a capacidade antioxidante do vinho tinto e do chd verde, a

atividade antioxidante da erva também foi superior. Os autores encontraram alta correlagao

(r = 0,94) entre a concentragdo de derivados cafeoil da erva-mate (os dcidos clorogénicos
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cafeoilquinicos e dicafeoilquinicos) e a atividade antioxidante, o que os levou a concluir
que estes compostos desempenham importante papel na capacidade antioxidante observada.
Schinella e colaboradores (2000) avaliaram, in vivo, a atividade antioxidante de extratos
aquosos de erva-mate sobre a peroxidacao lipidica em figados de rato, bem como o efeito
dos extratos sobre a capacidade de sequestro de radicais livres. Os resultados demonstraram
que os extratos reduziram significativamente a peroxidacdo enzimadtica e ndo enzimética
nos sistemas bioldgicos, e demonstraram propriedades de reducdo de radicais livres.

Gugliucci e Stahl (1995) demonstraram, in vitro, que o extrato aquoso de erva-mate
inibiu a reacdo de iniciagcdo e propagacdo de oxidacdo do LDL, bem como se mostrou capaz
de atuar contra a peroxidagdo lipidica induzida por cobre (Cu+). Posteriormente, in vivo,
Guliucci (1995) avaliou o nivel de oxidagdo do LDL em plasmas de voluntdrios humanos
sauddveis antes e apOs a ingestdo de extratos de erva-mate. Os dados obtidos confirmaram
os resultados verificados para o teste in vitro. J4 em 2009a, Gugliucci e colaboradores
definiram que o 4cido 5-cafeoilquinico foi capaz de preservar a acdo antioxidante da
paraoxanase (PNO 1), enzima que atua na protecdo do LDL contra oxida¢do mediante a
presenca de dcido hipoclérico (HOCI), composto liberado na presenca de inflamacdes
celulares e que é capaz de reduzir a atividade desta enzima.

Recentemente (2009) em um ensaio conduzido em 102 humanos, foram fornecidas
infusdes a base de erva-mate (330 mL/3 vezes ao dia) para 15 individuos apresentando
niveis normais de lipidios no sangue (normolipidémicos), 57 com niveis acima do
recomendado (dislipidémicos) e 30 individuos portadores de hipercolesterolemia (elevados
niveis de colesterol). Os resultados demonstraram que a ingestdo das infusdes promoveram
decréscimo dos niveis de colesterol LDL e aumento da concentragdo do colesterol HDL
sanguineo em todos os grupos estudados. Além disso, foi observado que o consumo das
infusdes reduziu os niveis de colesterol ndo-HDL dos individuos portadores de
hipercolesterolemia (DEMORALIS et al., 2009).

De acordo com Roudebush e colaboradores (2004) e Belkaid e colaboradores
(2006), os 4acidos clorogénicos, apresentam atividade anti-tumoral e anticarcinogé€nica,
exibindo propriedades que podem ser benéficas durante o uso de nutracéuticos em
tratamentos de cancer. Nesta direcdo, Mejia e colaboradores (2010) verificaram, in vitro,

que extratos aquosos de erva-mate inibiram a proliferacdo de células cancerosas no cdlon.
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Miranda e colaboradores (2008) verificaram, in vivo, que a ingestdo regular do cha mate
proporcionou maior resisténcia das células isoladas do figado, bexiga e rins de ratos a
peroxidacdo e a rupturas de estrutura, bem como melhorou o reparo da molécula de DNA.

Lunceford e Gugliucci (2005) relataram que os extratos de I. paraguariensis foram
capazes de inibir a formacdo de AGEs (advanced glycation end products) em um modelo de
proteina in vitro, através de um mecanismo similar ao observado nas drogas comerciais. Os
AGEs sdo provenientes da formag¢ao de um aduto entre uma proteina e um agucar redutor,
reacdo que leva a perda de sua atividade bioldgica. Sua ocorréncia pode desencadear
complicacdes em diabetes microvasculares, aterosclerose e doencas degenerativas.
Posteriormente, Gugliucci (2009b) e colaboradores demonstraram, in vitro, que as
principais substincias em erva-mate responsdveis por inibir a glicagdo sdo os dcidos 5-
cafeoilquinico e cafeico.

Recentemente, Pereira e colaboradores (2012) forneceram doses diarias de chid mate
juntamente com solugdes de glicose para ratos e constataram que o consumo dos extratos
de ché estimulou a absor¢do de glicose no organismo, indicando que a ingestao de cha mate
possui propriedades anti-hiperglicémicas e pode auxiliar no controle da concentragdo
sanguinea de glicose. Resultado similar foi encontrado por Klein e colaboradores (2011), ao
administrar doses didrias de cha mate (330 mL/3 vezes ao dia durante 60 dias) em 29
individuos pré-diabéticos e 29 portadores de diabetes mellitus tipo 2.

As propriedades emagrecedoras da erva-mate t€m sido associadas a inibicdo, in
vitro, da atividade da enzima lipase, responsdvel pela quebra de lipidios para que estes
possam ser absorvidos pelo organismo. Em 2009, Arcari e colaboradores demonstraram
que ratos alimentados com dieta hipercaldrica, e que recebiam uma dose didria de extrato
de erva-mate, apresentaram menor ganho de peso em relacdo ao grupo controle. Silva e
colaboradores (2011) relataram que os ratos alimentados com os extratos de erva-mate
apresentaram reducdo da gordura intra-abdominal, demonstrando que a erva-mate pode
auxiliar em tratamentos contra a obesidade. Recentemente, Cho e colaboradores (2010)
determinaram que o dcido 5-CQA e o 4cido cafeico possuem potente acdo anti-obesidade,
ao reduzir significativamente o peso e a massa visceral gorda de ratos com dieta

hipercaldrica. Estes compostos também promoveram reducdo dos triglicerideos (no plasma,
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figado e coracdo), do colesterol (no plasma, tecidos adiposos e coragdo) e a inibi¢cao da
sintese de dcidos graxos.

Os ensaios bioldgicos envolvendo extratos aquosos de erva-mate estdo
constantemente recebendo novas contribuicdes do mundo cientifico, de modo que a cada
publicacdo, esta planta se consolida com uma fonte importante de compostos bioativos

capazes de contribuir para a prevencao do desenvolvimento de diversas patologias.

3 Emprego de técnicas multivariadas para a otimizacao de métodos de separacao

Uma andlise cromatogréfica geralmente envolve quatro etapas: preparo de amostra,
separacdo dos compostos, identificacdo e quantificacio dos mesmos. Destas, as etapas de
preparo de amostra e separacdo dos compostos podem ser otimizadas empregando-se
técnicas estatisticas multivariadas.

Um sistema cromatogriafico pode ser afetado por muitas varidveis, as quais
determinardo a qualidade de separacdo dos compostos de interesse. Estes fatores podem
ser: a natureza da fase estaciondria, a composi¢ao da fase mével (concentracdo de solvente
organico, pH, presenga de acido ou tampao) ou a programacgdo do gradiente. Usualmente,
as condi¢des 6timas de separagdo de compostos s@o determinadas variando-se isoladamente
cada um desses parametros, enquanto os outros sao mantidos em um nivel especificado. No
entanto, este método cldssico de otimiza¢do demanda um grande nimero de experimentos
e, consequentemente, exige um tempo precioso da parte do analista. Por outro lado, a
tentativa de planejar experimentos que abranjam todas as combinagdes possiveis desses
fatores é uma opg¢do de viabilidade pratica quase nula, pois implicaria em um ntdmero de
ensaios demasiado grande (GENNARO, MARENGO, ANGIOLI, 2002; TAPPIN et al.,
2008) .

Uma solugdo para tais questdes consiste na utilizacdo de técnicas estatisticas
multivariadas, que possuem muitas vantagens em termos de redu¢do do ndmero de
experimentos, possibilidades aperfeicoadas de interpretacdo estatistica e reducdo do tempo
total de experimentos (FERREIRA, 2007; GENNARO, MARENGO, ANGIOLI, 2002;
TAPPIN et al., 2008).
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A otimiza¢do multivariada de sistemas de separacdo pode ser realizada baseando-se
no seguinte procedimento:

(i) Escolher um planejamento estatistico para investigar a regido experimental de
interesse.

(i1) Realizar os experimentos em ordem aleatoria.

(i11) Efetuar a andlise de varidncia (ANOVA) sobre os resultados da regressio para
que o modelo mais apropriado, sem evidéncia de falta de ajuste, possa ser usado para
representar os dados.

Para tanto, modernos programas de computadores estatisticos estdo comercialmente
disponiveis para ajudar o pesquisador a realizar todos estes passos (BARROS NETO,
SCARMINIO, BRUNS, 2003; FERREIRA et al., 2007).

Quando o trabalho envolve muitos fatores € comum a obtencdo de muitas respostas e
¢é bastante improvavel que a regido 6tima para todas elas seja a mesma. Assim, é necessario
o emprego de ferramentas estatisticas que consigam conciliar um grande numero de
respostas, de maneira a fornecer uma resposta global adequada aos objetivos do
pesquisador. Neste sentido, pode-se trabalhar com a metodologia de otimizacdo simultanea
proposta por Derringer e Suich. Este método baseia-se na definicio de uma fungdo de
desejabilidade para cada resposta, com valores restritos ao intervalo [0,1], onde zero
significa uma valor inaceitdvel e um o valor mais desejavel. Uma vez que as func¢des de
desejabilidade tenham sido especificadas para todas as respostas, deve-se combind-las em
uma desejabilidade global, normalmente dada pela média geométrica das desejabilidades
individuais. Com este artificio, a otimizacdo simultanea das vdrias respostas se reduz a
maximizacdo de um unico valor, a desejabilidade global, transformando o problema em
descobrir quais os niveis dos fatores que maximizam o valor da desejabilidade global
(BARROS NETO, SCARMINIO, BRUNS, 2003). Outra vantagem desta definicdo € que o
uso da média geométrica faz com que a desejabilidade global se anule sempre quando uma
das respostas tiver um valor inaceitavel, ndo importa o qudo satisfatorios sejam os valores
das outras respostas. E necessario muito cuidado ao utilizar este tipo de ferramenta, pois a
simples aplicagdo mecanica do algoritmo de busca pode produzir condig¢des
matematicamente “otimizadas”, porém sem viabilidade pratica. As condi¢des Otimas

N

selecionadas devem ser submetidas a experimentos confirmatérios, para verificar se os

30



resultados obtidos através do algoritmo realmente refletem os valores empiricos (BARROS
NETO, SCARMINIO & BRUNS, 2003; BREITKREITZ, 2007). A técnica de Derringer e
Suich foi eficientemente aplicada no recente trabalho de Breitkreitz, Jardim & Bruns (2009)
para otimizar a separacdo de dois conjuntos, um contendo 10 compostos neutros € o outro
11 agrotéxicos, por cromatografia liquida de alta eficiéncia, com a obtencdo de excelentes
resultados. Recentemente Ballus e colaboradores (2010) e Meinhart e colaboradores (2011)
aplicaram com éxito esta mesma técnica estatistica para a separacdo de 13 compostos
fendlicos presentes em azeite de oliva e 11 caboridratos presentes em matrizes alimenticias

diversas, respectivamente, por eletroforese capilar.
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RESUMO

Um método para a separacdo e quantificacdo de dez compostos fendlicos (4cido gélico,
acido 5-cafeoilquinico, dcido cafeico, dcido siringico, dcido 3,4-dicafeoilquinico, 4cido 3,5-
dicafeoilquinico, rutina e 4cido 4,5-dicafeoilquinico) através da técnica de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi desenvolvido e otimizado. O método foi otimizado
empregando um planejamento composto central para avaliar o efeito da concentragio
inicial e final de metanol na fase mével e o tempo de gradiente linear sobre a resolucao
entre os picos € a simetria dos mesmos. A partir dos modelos matemdticos ajustados
obtidos, as 26 respostas foram simultaneamente otimizadas utilizando a fungdo de
desejabilidade de Derringer e Suich. A separacdo foi realizada em uma coluna de fase
reversa C18 e a condi¢do 6tima de andlise foi alcangcada com as seguintes condigdes
cromatograficas: concentragdo inicial de metanol na fase mével de 13,9%, concentragdao
final de 38,9%, em um tempo de gradiente linear de 39,4 minutos. De acordo com a
validacdo de método realizada, o mesmo apresentou ajuste para um modelo linear (p>0,05)
nas faixas de concentracdo estudadas para os compostos e apresentou valores de
repetitividade e precisdo intermedidria satisfatérios, indicando ser adequado para a

determinac¢do e quantificacao de compostos fendlicos em extratos aquosos de erva-mate.

Palavras chave: erva-mate, método, otimizacao multivariada e Derringer e Suich
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ABSTRACT

A new method for separation and quantification of ten phenolic compounds by High
Performance Liquid Chromatography has been developed. For method optimization, a
central composite design was used to evaluate the effect of initial and final concentration of
methanol in the mobile phase and the gradient time on the resolution and symmetry value
of the peaks. The optimization was conducted using an added standard food matrix. From
the adjusted math models acquired, the responses were simultaneously optimized
employing the Derringer’s desirability function. The separation was carried out in a
reversed phase column (C18) and the optimized method resulted in the following
chromatography conditions: 13.9% of initial concentration of methanol, 38.9% of final
concentration of methanol, in a gradient time of 39.4 minutes. According to the validation
parameters, the developed method is able to accomplish quantitative and qualitative
analysis in aqueous extracts of yerba-mate, by the fact of presenting good linearity in the
studied range of compounds concentrations, as well as good repeatability and

reproducibility.

Key words: yerba mate, multivariate optmization and Derringer and Suich
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1 INTRODUCAO

Usualmente, as condi¢des cromatograficas para a separagdo de compostos sao
definidas através de etapas de otimizacdo de método, o que inclui a otimizagdo da
composicio da fase mével, tipo de coluna, sistema de elui¢do e programa de gradiente de
eluicdo. Em geral, o efeito dessas varidveis sobre a separacdo € avaliado variando-se um
parametro por vez. No entanto, além de constituirem um processo moroso, pois requerem
tempo e um grande nimero de experimentos, os métodos univariados de otimiza¢do nio
sdo capazes de fornecer informacdes acerca dos possiveis efeitos de interagdo entre as
varidveis investigadas, podendo comprometer a confiabilidade do resultado da otimizacdo
obtida (DIAS, 2011; MEINHART et al., 2011).

Em razdo disso, os métodos cromatograficos t€m sido frequentemente alvo de
otimizacdo através da aplicacdo de técnicas estatisticas multivariadas, como o delineamento
composto central (BREITKREITZ, 2007; FERREIRA, 2007; TAPPIN et al, 2008;
BARMAPALEXIS, KANAZE, GEORGARAKIS, 2009; ZIVANOVI et al, 2009).
Entretanto, em funcdo do elevado nimero de respostas geralmente obtido a partir destas
otimizacdes, € bastante improvavel que a regido 6tima para todas elas seja a mesma. Assim,
torna-se interessante o emprego de ferramentas estatisticas que consigam lidar com um
grande nuimero de respostas, de maneira a fornecer uma resposta global adequada os
objetivos do pesquisador (BALLUS, 2010). Neste sentido, pode-se trabalhar com a
metodologia de otimizacdo simultanea proposta por Derringer e Suich (1980), como no
trabalho de Breitkreitz, Jardim e Bruns (2009) e Meinhart e colaboradores (2011).

Dentre os sistemas cromatograficos para os quais estas ferramentas estatisticas podem
ser aplicadas, estdo aqueles desenvolvidos com a finalidade de determinar compostos
fendlicos, uma importante classe de fitoquimicos oriundos do metabolismo secundério das
plantas, presentes em frutas, vegetais, cereais, legumes, vinho, azeites e chis.
(DIMITRIOS, 2006; FARAH, DONANGELO, 2006). Nas ultimas décadas, estes
compostos tém recebido grande atencdo da esfera cientifica por apresentar propriedades
benéficas a saide humana, com destaque para sua capacidade de atuar como antioxidante
em sistemas bioldgicos, auxiliando na prevencao do desenvolvimento de doengas cardiacas,

cancer e patologias neurodegenerativas (TAPIERO et al., 2002).
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Embora a literatura sobre o tema apresente uma lista extensa de métodos
desenvolvidos para a determinag¢ao de compostos fendlicos em alimentos, a complexidade
dessa classe de compostos, ainda nos dias atuais, torna a andlise um desafio, em funcdo de
seu amplo nimero de substincias com grande diversidade quimica, estrutural e de
polaridade, levando a necessidade do desenvolvimento de novos métodos cromatograficos
(KALILI, VILLIER, 2011; TSAO, YANG, 2003). A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) € irrefutavelmente a técnica mais empregada para a determinacio
individual de fendlicos em matrizes alimenticias (KALILI, VILLIER, 2011), porém, o
emprego de técnicas estatisticas para a separacdo de compostos fendlicos presentes na dieta
foi pouco explorada. Nesse sentido, Ballus, (2010), utilizando planejamento composto
central e a funcio de desejabilidade de Derringer e Suich, obteve éxito na separagdo de 13
compostos fendlicos de azeite de oliva, porém utilizando eletroforese capilar. No que se
refere a separacdo por CLAE, dentre a literatura pesquisada, apenas o trabalho realizado
por Wang, Harrison e Clark (2006) utilizou um delineamento composto central para
separacdo de cinco compostos fendlicos (dcido protocatecuico, dcido 4-hidroxibenzdico,
acido siringico, acido ferrilico e dcido p-cumarico), além de outros 4cidos organicos. Os
parametros otimizados pelos autores foram concentracdo de metanol na fase mével, pH do
tampao e concentracdo do tampdo na fase movel e as respostas avaliadas foram resolugao
entre os picos e tempo de retengdo. Os autores concluiram que os modelos matematicos
ajustados obtidos a partir do delineamento estatistico constituiram uma estratégia eficiente
de otimizacdo do método cromatogrifico. Ressalta-se, no entanto, que neste estudo a
funcdo de desejabilidade ndo foi empregada, que o método ndo foi validado e que ndo foi
aplicado em amostras reais.

Dentre as matrizes alimenticias que se destacam como fonte de compostos fendlicos
para a dieta, a erva-mate (/lex paraguariensis St. Hillaire), planta nativa da América do Sul
e amplamente consumida na forma de infusdes nesta regido, possui altas concentragdes de
acidos clorogénicos, uma familia de compostos constituida por isOmeros mono e
dicafeoilquinicos de ésteres do dcido cafeico com o dcido quinico (BASTOS et al., 2007,
MARQUES, FARAH, 2009). A literatura relata ainda a presenca do acido galico, acido
cafeico, dcido siringico, 4dcido ferridlico, dcido p-cumdrico e rutina (MARQUES, FARAH,

2009; PAGLIOSA et al., 2010, BIZZOTO et al.,2012). Os polifendis presentes na erva-
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mate tém sido associados a algumas atividades bioldgicas verificadas em ensaios in vitro €
in vivo, demonstrando que os extratos aquosos da planta apresentam alta capacidade
antioxidante, efeitos protetores sobre membranas celulares, lipoproteinas e sobre o DNA, o
que significa que o consumo de bebidas a base de mate pode auxiliar na prevencao do risco
de patologias corondrias, aterosclerose e cancer (HECK, MEJIA, 2007; BRACESCO et al.,
2011; FILIP et al., 2000; GUGLIUCCI, 1996).

Em face da importancia biol6gica dessa planta e das bebidas derivadas dela, diversos
métodos cromatograficos ja foram desenvolvidos para determinacdo de compostos
fendlicos em extratos organicos e aquosos de erva-mate. Os métodos por CLAE que
constam na literatura foram otimizados de forma univariada, empregando-se colunas de
fase reversa (C18), com comprimento entre 15 e 25 cm e tamanho de particula de 5 um. As
fases moveis empregadas compreenderam sistemas bindrios compostos por dgua e um
solvente organico, geralmente metanol ou acetonitrila. As fases moveis foram acidificas
usualmente com 4cido foérmico, acido acético glacial ou acido fosférico. Solu¢des tampdes
também foram utilizadas (tampdo citrato). Os sistemas foram conduzidos de forma
isocritica ou em gradiente, de acordo com a complexidade quimica dos compostos
fendlicos separados. Trabalhos da literatura mostraram a separagcdo simultanea entre 2 e 9
compostos, com tempo de andlise variando entre 30 e 60 minutos (FILIP efr al., 2001;
HECK; SCHMALKO; MEIJA, 2008; MARQUES, FARAH, 2009, PAGLIOSA et al,
2010; VALERGA et al., 2012). No entanto, de acordo com a literatura pesquisada, nao
existem métodos cromatograficos por CLAE otimizados através do uso de técnicas
estatisticas multivariadas para atingir a separacdo de compostos fendlicos presentes em
extratos aquosos de erva-mate.

Assim, o objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um método de separagdo e
quantificacdo de 10 compostos fendlicos presentes em extratos aquosos de erva-mate
através da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de

diodos.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Reagentes e amostras

Para o preparo das fases mdveis foram utilizados metanol grau cromatografico
(Merck, Alemanha) e 4cido férmico grau analitico (Ecibra, Brasil). A dgua foi purificada
utilizando-se sistema Milli-Q® (Millipore). Os padrdes de compostos fenélicos 4dcido
gélico, 4cido 5-cafeoilquinico, 4cido cafeico, 4cido siringico, 4cido p-cumdrico, 4cido
ferrdlico, acido 3.,4-dicafeoilquinico, 4cido 3,5-dicafeoilquinico, rutina e 4cido 4,5-
dicafeoilquinico foram adquiridos da Biopurify phytochemicals Ltd. (Chengdu, China). As
fases moveis foram filtradas em membranas de porosidade 0,22 pm (Millipore) de fluoreto
de polivinilideno (PVDF) para os solventes organicos e celulose para as solugdes aquosas.
As amostras utilizadas na otimizacdo foram adquiridas em supermercados da regido

metropolitana de Sao Paulo.

2.2 Preparo das solucoes padrao e amostras

As solugoes estoque de padrdao foram preparadas em metanol na concentragdo de 1
mg.mL'1 e armazenadas a -18°C por no maximo 1 més. Para o preparo do mix de padrdes,
aliquotas de cada composto fendlico foram diluidas em 4gua ultra-pura na concentragdo de
0,01 mg.mL’l'. Para o desenvolvimento do planejamento composto central, além da solu¢do
mix de padrdes, foram utilizados extratos aquosos de erva-mate adicionados de padrao.

As solugdes padrao e as amostras utilizadas no planejamento foram filtradas em filtro

PVDF 0,22 um de poro (Millipore).

2.3 Instrumentacio

A separacdo dos 10 compostos fendlicos estudados foi realizada utilizando-se um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) Agilent (Agilent
Techonologies, Alemanha), modelo 1100, acoplado a um detector de arranjo de diodos,

sistema de bombas quaterndrio, injetor automatico da HP (Hewlett Packard, Alemanha) e
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forno para controle de temperatura. A coluna analitica utilizada foi de fase reversa C18
ACE (Suica) com 100 X 4,6 mm e 3 um de tamanho de particula. A detec¢do foi realizada
a 280 nm durante a etapa de otimizacao e, para a valida¢do, a 280 nm ou 325 nm, de acordo
com o comprimento de onda de absor¢do maxima de cada composto. A concentracio final
e inicial de metanol na fase mével e o tempo de gradiente linear foram otimizados. Para a

andlise e tratamento dos dados, foi utilizado o software HP-Chemstation.

2.4 Desenvolvimento e otimizacao do método
2.4.1 Planejamento dos experimentos

A determinac¢do dos parametros e da regido experimental investigados na otimizagdo
multivariada foram definidos a partir de estudos de otimizagdo multivariada para métodos
cromatograficos existentes na literatura, de metodologias descritas na literatura para
determinagcdo de compostos fendlicos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e de
testes univariados realizados na fase inicial da concep¢ao do método. Os testes consistiram
em variar a programacao do gradiente para verificar a influéncia dessas modificacdes sobre
a eficiéncia de separacdo dos compostos. Todos os testes univariados foram realizados
injetando-se 30 uL de solu¢cao mix de padrdes, sistema de eluicdo sempre em gradiente com
fase movel composta por metanol: solu¢do aquosa de acido férmico 0,1%.

A partir dos resultados dos testes univariados, o planejamento composto central foi
construido de forma a avaliar os efeitos das varidveis concentracdo inicial e final de
metanol na fase mdvel e tempo de gradiente linear. Os niveis das varidveis investigados no

planejamento composto central estdo indicados na Tabela 1.

Tabela 1. Niveis experimentais para o planejamento composto central 2’

Variaveis Niveis codificados e decodificados
-1,68 -1 0 1 1,68
Concentracao inicial de metanol (%) 10 12,04 15 17,97 20
Concentragao final de metanol (%) 40 44,04 50 55,95 60
Tempo de gradiente linear (minutos) 20 24,04 30 35,9 40
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Todos os experimentos foram conduzidos em ordem aleatéria. O ponto central do
planejamento foi analisado em quadruplicata, totalizando 18 experimentos. Cada nivel
experimental foi aplicado em solucao padrao e em amostra adicionada de padrido. Antes de
serem executadas as corridas com as condi¢des indicadas pelo planejamento fatorial, a
coluna cromatogréfica foi condicionada durante 30 minutos com a composicao inicial da

fase movel do respectivo nivel experimental.

2.4.2 Tratamento de dados para a otimizacdo simultanea das respostas

Os critérios cromatogréficos escolhidos como resposta foram resolu¢do entre os picos
e o valor de simetria dos mesmos. A resolu¢do foi calculada para pares de picos adjacentes
e o valor da simetria foi diretamente fornecido pelo software HP-Chemstation. O
tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com o auxilio do programa estatistico
Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA). Os modelos matemdticos gerados foram
validados através de andlise de varidncia (ANOVA), ao nivel de 95% de confianca. Em
seguida, para determinar a condicdo 6tima de separagdo dos 10 compostos fendlicos
estudados, foi utilizada a técnica de Derringer e Suich, estipulando-se um valor de
desejabilidade para cada resposta e, posteriormente, combinando-se em uma desejabilidade

global (BREITKREITZ, JARDIM & BRUNS, 2009).

2.5 Validacao

Uma vez otimizado, o método foi validado utilizando-se uma solu¢do mix com o0s
padrées de cada composto, de acordo com as recomendagdes do Guia Harmonizado
(IUPAC Technical Report, 2002). Os limites de deteccdo e quantificacdo foram
determinados através de diluicdes sucessivas das solucdes padrdes e estimados como sendo
3 e 5 vezes a relacdo sinal/ruido, respectivamente (RIBANI, et al., 2004; PASCHOAL, et
al., 2008). O limite de quantificacdo foi estabelecido com base no menor nivel que
apresentou coeficiente de variagdo relativo aceitdvel para a concentracdo avaliada. Curvas

analiticas, incluindo 8 niveis de concentracdo para cada composto estudado, foram
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construidas em diferentes faixas de concentracdo, levando-se em consideracdo as
concentracdes esperadas nas amostras, tomando como base os dados da literatura. As
curvas foram construidas em triplicatas aleatérias. A linearidade das curvas analiticas foi
avaliada e o modelo linear foi validado através de andlise de varidncia (ANOVA). A
precisdo do método foi avaliada injetando-se uma solu¢do padrio contendo os 10
compostos em concentracoes que contemplaram o intervalo linear do método. Para a
avaliacdo da repetitividade, foram realizadas dez determinacdes em um mesmo dia,
incluindo as concentracdes do limite de quantificacdo de cada composto, de um ponto
intermedidrio da curva e uma concentracdo na extremidade da curva. A precisdo
intermedidria foi avaliada através de cinco determinagdes, nos mesmos niveis de

concentracdo que para a repetitividade, em trés dias diferentes.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Testes univariados

Os testes preliminares empregaram o gradiente proposto por Filip e colaboradores
(2001). O gradiente consistiu de A (4cido férmico 0,1%) e B (metanol) e a programacao
foi: 15%-40%B em 30 minutos, 40-75%B em 10 minutos, 75-85%B em 5 minutos. Como
pode ser depreendido da Figura 1, dentre os compostos fendlicos analisados, os dcidos 3,4—
dicafeolquinico e 3,5 —dicafeoilquinico (picos 7 e 8, respectivamente) permaneceram

parcialmente coeluidos, constituindo os pares de picos criticos para a separagao.
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Figura 1. Perfil cromatogréfico obtido a partir do programa de gradiente de Filip et al.,
(2001). 1) Acido gélico 2) Acido S-cafeoilquinico, 3) acido cafeico 4) acido siringico 5)
acido p-cumdrico 6) dcido ferrdlico 7) dacido 3,4-dicafeoqiluinico, 8) dcido 3,5-

dicafeoilquinico 9)Rutina 10)acido 4,5-dicafeoilquinico.

A partir deste resultado, foram realizados ensaios variando-se a programacdo do
gradiente para avaliar a influéncia da modificacio de seus pardmetros na eficiéncia de
separacdo dos picos referentes aos dcidos 3,4—dicafeolquinico e 3,5—dicafeoilquinico. Estes
experimentos consistiram em variar a concentracao inicial e final de metanol, bem como o
tempo do gradiente, sempre fixando-se o valor de duas varidveis e modificando-se apenas o
valor da terceira, no sentido de direcionar as varidveis a serem estudadas e a regido
experimental a ser investigada. Como resultado, foi constatado que a concentracdo inicial
de metanol constitui uma varidvel muito importante para a separacdo dos compostos
fendlicos, como também verificado por Sanli e colaboradores (2002). No que se refere a
separagdo dos picos criticos (4cidos 3,4-dicafeolquinico e 3,5-dicafeoilquinico), os testes
demonstraram que modifica¢des no tempo de gradiente e na concentracio final de metanol
resultavam em diferentes eficiéncias de separacdo para este par de compostos. Portanto, foi
estabelecido que as varidveis concentracdo inicial e final de metanol e tempo de gradiente

seriam incluidas no planejamento composto central.
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3.2 Validacao dos modelos construidos com as repostas Resolucao (Rs) e
Simetria (S)

A partir dos testes preliminares univariados foi observado que os pares de picos
criticos para a separacdo foram os isOmeros &cido 3,4-dicafeoilquinico e 3,5-
dicafeoilquinico (Figura 1). Assim, a otimiza¢do foi conduzida com a finalidade de
maximizar a resolucdo entre os picos dos dcidos 3,4-dicafeoilquinico e 3,5-dicafeoilquinico
e diminuir o tempo de corrida, sem prejudicar a separagdo dos demais.

A solucdo padrao e a amostra adicionada de padrdo foram submetidas a todos os
niveis experimentais. Este procedimento teve como objetivo verificar se a condig¢do
experimental 6tima obtida para a separacdo dos compostos em solucdo padrdo nio seria
prejudicada pela presenca de possiveis interferentes e existéncia de efeitos de matriz, os
quais poderiam impedir a aplicacdo do método em amostras verdadeiras, como ja
observado por Dias (2011). Todavia, apds o tratamento estatistico dos dados, constatou-se
que os modelos foram mais bem ajustados as respostas produzidas em amostra adicionada
de padrao. Além disso, a otimizacao em amostra representou de forma muito mais fiel uma
situacdo real de andlise, pois permitiu visualizar o comportamento dos compostos de
interesse em relacdo aos interferentes e avaliar a existéncia de efeitos de matriz em cada um
dos niveis experimentais estudados. Por estes motivos, optou-se por realizar a otimizagdo
simultanea das respostas em amostra adicionada de padrao.

Assim, foram obtidas 26 respostas, considerando-se os valores de simetria, a
resolucdo entre os compostos de interesse e os picos interferentes adjacentes aos compostos
de interesse, sendo: resolugdes entre 4cido galico/interferente 1 (GAL/INT1), inteferente
2/Acido 5-cafeoilquinico (INT2/5CQ), acido 5-cafeoilquinico/interferente 3 (SCQ/INT3),
interferente 3/dcido cafeico (INT3/CAF), 4cido cafeico/acido siringico (CAF/SIR), 4cido
siringico/dcido p-cumdrico (SIR/CUM), dcido p-cumdrico/acido ferrilico (CUM/FERR),
acido  ferrdlico/dcido  3,4-dicafeoilquinico  (FERR/3,4DQ), 4cido 4cido 3.4-
dicafeoilquinico/3,5-dicafeoilquinico  (3,4DQ/3,5DQ),  3,5-dicafeoilquinico  /rutina,
(3,4DQ/RUT), rutina/dcido  4,5- dicafeoilquinico  (RUT/4,5DQ), 4cido 4,5-
dicafeoilquinico/interferente 4 (INT4/4,5DQ) e o valor das 14 simetrias referente a cada um
dos picos nas diferentes condicdes experimentais. A Tabela 2 sumariza os resultados

obtidos para as respostas resolucio e simetria da amostra adicionada de padrao.
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Foram construidos modelos lineares, quadréticos e cubicos para cada uma das
respostas. O modelo mais simples que apresentou ajuste adequado foi utilizado para
realizar a predi¢do das condicdes 6timas. Cada modelo foi validado através da Andlise de
Variancia (ANOVA) ao nivel de 95% de confianca. A Tabela 3 mostra os coeficientes
significativos utilizados em cada modelo.e os resultados da ANOVA para os mesmos,
empregando as respostas resolugdo (RS) e simetria.

Dentre os modelos testados para a resposta simetria, os picos INTI e INT4
apresentaram falta de ajuste (Fgj>Friico), porém, estes também apresentaram regressao nao
significativa, assim como o dcido gilico (GAL), rutina (RUT) e 4cido 4,5-dicafeoilquinico
(4,5DQ) (Fe < Fcritico), em um nivel de 95% de confianga. Uma regressdao nao
significativa denota que nenhuma das varidveis, nos niveis investigados, exerceu influéncia
sobre o comportamento do sistema estudado. Para a resolucdo, apenas os picos
4,5DQ/INT4 apresentaram falta de ajuste (Fg; > Fcritico), em um nivel de 95% de

confianca.
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Tabela 2. Respostas do planejamento composto central para as varidveis concentragdo inicial e final de gradiente e tempo de programacdo de gradiente.

ENSAIO 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
PICO Resolucao
GAL/INTI 12,77 722 1264 703 13,04 694 128 724 1579 534 931 909 917 905 863 909 920 9,58
INT2/5CQ 2123 1461 20,07 13,67 2236 1437 2143 1448 23,19 11,74 1846 1737 17,10 1827 17.63 18,01 16,71 17,87
5CQ/INT3 573 482 547 449 509 489 541 478 523 458 575 502 486 571 534 543 512 543
INT3/CAF 524 644 585 600 424 645 485 640 415 633 626 617 607 633 643 655 619 652
CAF/SIR 547 405 471 339 688 425 568 402 622 309 539 436 433 532 493 482 469 475
SIR/CUM 19,62 2022 18,59 18,86 2021 1997 19,77 19,70 1945 18,86 2049 19,10 1935 20,30 19,61 1925 18,86 19,18
CUM/FER 758 674 621 565 929 7,78 799 682 811 603 847 655 596 828 741 738 7136 732
FER/3,4DQ 18,16 1794 12,39 12,74 2534 24,17 19,67 1843 19,09 16,87 24,58 1497 12,50 23,60 1890 19,03 19,18 19,04
34DQBSDQ 61 ys6 147 141 183 172 165 156 1,63 150 178 149 146 175 161 163 1,60 16l
3,5DQ/RUT 738 726 785 732 691 641 723 708 7137 676 682 7156 771 688 719 743 699 733
RUT/4,5DQ 11,52 1383 863 927 1643 17,69 1230 1342 11,57 12,94 17,16 10,53 921 1637 12,69 13,18 12,58 13,07
4,5/INT4 7,15 757 837 7172 704 626 782 715 727 116 678 156 860 675 7175 170 167 152
PICO Simetria

GAL 043 049 043 050 042 050 042 049 044 047 051 052 052 055 056 052 042 042
INT1 070 072 072 065 070 063 070 068 074 067 069 069 0,71 070 0,69 069 0,69 069
INT3 055 052 057 050 054 048 056 049 058 048 052 052 053 051 051 052 049 0,52
5€Q 067 052 069 052 063 052 066 052 068 047 058 061 062 058 057 060 048 0,60
INT3 073 133 084 134 040 1,08 068 130 052 139 070 097 120 069 081 078 082 075
CAF 076 072 081 067 08 071 078 072 078 066 072 073 08 072 076 077 073 0,76
SIR 08 079 080 072 084 072 082 074 083 074 082 076 081 08 077 075 073 075
CuM 081 08 080 078 085 079 082 078 081 077 084 08 078 08 08 080 078 0,80
FER 08 081 08 08 084 08 087 08 08 079 08 08 08 085 084 084 082 084
3,4DQ 083 077 089 09 080 078 082 08 08 077 08 08 088 078 078 0,79 078 0,80
3.5DQ 067 061 067 061 067 060 067 061 068 057 065 063 066 063 064 065 065 065
RUT 069 08 074 072 084 08 071 075 068 069 08 076 072 082 070 079 070 0,0
4.5DQ 070 069 073 071 075 073 071 070 071 066 074 069 071 070 069 071 070 0,70
INT4 068 09 084 084 08 087 101 087 066 08 08 070 088 08 095 095 095 0095

Os nomes completos das respostas estdo descritos no texto.
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Tabela 3. Coeficientes significativos para os modelos matematicos construidos empregando-se
a resolucdo entre pares de compostos e simetria como resposta e valores para a significancia

estatistica da falta de ajuste dos modelos e da regressao.

. Fa} ta de Regressao
Respostas Coeficientes ajuste
A B C A’ B c’ AB AC BC FValor  FValor
GAL/INT1 -2,96 - - 0,58 - - - - - 0,77 106,93
INT2/5CQ -346  -0,35 0,37 - - - - - - 0,083 127,92
5CQ/INT3 -0,28 - - - - - - - - 4,96 4,96
INT3/CAF 0,64 - - -0,45 - - -0,21 0,30 - 2,95 17,42
CAF/SIR -0,90  -0,34 0,36 0,13 -0,19 2,93 71,20
SIR/CUM - -0,40 0,29 - 0,20 0,21 - - 0,21 0,50 8,29
CUM/FER -0,55 -0,58 0,70 -0,09 -0,05  -0,08 0,07 -0,16 - 5,53 282,59
FER/3,4DQ -044 -2,82 3,30 -0,37 0,27 -0,34 - -0,32 - 8,31 197,95
3,4DQ/3,5DQ  -0,03 -0,08 0,08 -0,01 0,008 - - -0,01 - 0,47 46,31
3,5DQ/RUT -0,17 0,20 -0,26 - - - - - - 043 31,61
RUT/4,5DQ 0,56 -1,98 2,10 -0,24 0,32 - - - - 1,31 133,62
4,5/INT4 - 0,32 -0,41 - - - - - - 12,99 12,87
GAL - - - - - - - - - 0,36 0,53
INTI1 - - - - - - - - - 53,52 1,75
INT2 -0,03 - -0,007 0,22 15,32
5CQ 0,068 0,018 6,74
INT3 0,29 0,07 -0,11 0,07 - 0,06 - - - 7,46 36,78
CAF -0,03 - - - - - - - - 2,45 9,02
SIR -0,03 -0,01 - - - 0,02 - - - 1,37 8,24
CUM -0,01 - 0,009 - - - - - - 1,00 6,18
FER -0,01 - 0,009 - - - - - - 3,03 5,65
3,4DQ 0,02 -0,02 0,01 0,01 - - -0,01 548 10,16
3,5DQ -0,03 - - -0,007 - - - - - 1,49 31,01
RUT -0,03 0,02 0,33 3,24
4,5DQ -0,01 - - - 0,01 - - - - 5,26 3,26
INT4 - - - -0,05 - - - - - 1186,4 2,14

A: %inicial de metanol, B: %final de metanol e C: tempo de gradiente.

Acido gélico = GAL; Interferente 1 = INT1; INT2 = Interferente 2; 5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico; Interferente 3 = INT3; 4cido cafeico=
CAF,; dcido siringico = SIR; 4cido p-cumdrico = CUM; é4cido ferrilico = FER; acido 3,4. dicafeoilquinico = 3,4DQ; écido 3,5-
dicafeoilquinico = 3,4DQ; rutina = RUT; acido 4,5-dicafeoilquinico = 4,5DQ; Interferente 4 = INT4. Compostos separados por barras (/)

indicam a resposta resoluga@o entre picos.

Ferttico (5395%) para a falta de ajuste do modelo quadratico = 9,01

Fritico (113,05%) para a falta de ajuste do modelo linear = 8,79

Fritico 8,395%) para a falta de ajuste do modelo linear modificado = 8,85

Fritico (9,895%) Para a significancia da regressido do modelo quadrético = 3,39

Feritico 3,14,05%) para a significancia da regressdo do modelo linear = 3,34

Frttico 6,11,05%) para a significancia da regressdo do modelo linear modificado = 3,04
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Residuos

Quando um modelo utilizado para a otimizacdo dos algoritmos apresenta falta de
ajuste, a funcdo de desejabilidade de Derringer e Suich pode ndo estimar corretamente a
condi¢do 6tima. Contudo, é possivel afirmar que a falta de ajuste para a resposta
4,5DQ/INT4 foi pequena, com um valor de F ligeiramente superior ao valor de Fcritico.
Outro ponto a ser ressaltado, através da analise dos graficos de diagndsticos do modelo, é
que os residuos apresentaram distribuicdo normal, sem indicios de heterocedasticidade,
bem como uma boa relacdo entre os valores observados vs preditos, expressa pelos graficos
das Figuras 2 e 3. Além disso, a MQ,, (média quadrética devido ao erro puro) resultou bem
inferior para esta resposta, quando comparada com as demais. Com isso, o valor do
quociente MQg,i/MQ., (média quadratica devido a falta de ajuste/média quadratica devido
ao erro puro, que representa o valor de F) pode ter resultado artificialmente maior, sendo
possivel atribuir a falta de ajuste observada ao valor subestimado da MQ.,. Em fun¢do
disso, o modelo gerado para a resolucdo 4,5DQ/INT4 foi utilizado para realizar a predi¢ao

da condicdo 6tima de separagdo através do método de Derringer e Suich.

1.50 —| E|
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Valores preditos

T T T T T T T T T
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Valores preditos Valores observados

Figura 3. Gréfico de valores previstos VS
observados para a resolucdo entre os pares
de compostos 4,5DQ/INT4 que apresentou

falta de ajuste. falta de ajuste.

De acordo com os resultados do planejamento e com a andlise dos grificos de
contorno, todas as varidveis investigadas apresentaram algum efeito significativo, em um

nivel de 95% de confianga, sobre as respostas estudadas. Os resultados indicaram que o
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aumento da concentracdo inicial de metanol causou reducdo da resolucdo entre os
compostos, efeito ocasionado, provavelmente, pelo aumento da for¢a cromatografica inicial
que acelerou a eluicdo dos compostos, promovendo uma menor interacdo entre estes e a
fase estaciondria e, portanto, menor retencao (LANCAS, 2009). Este comportamento
também foi verificado para a varidvel concentracio final de metanol e pode ser explicado a
partir dos ensaios 1 e 3. Fixando-se as varidveis porcentagem inicial de metanol e tempo de
gradiente, para atingir a composi¢do final de fase mdovel que contém maior concentracdo de
metanol (ensaio 3), a velocidade do programa de gradiente linear (%.min™") precisa ser
acelerada. Consequentemente, a forca cromatogrdfica do sistema aumenta mais
rapidamente, produzindo o mesmo efeito descrito para a varidvel concentragcdo inicial de
metanol (JARDIM, COLLINS, GUIMARAES, 2006; LANCAS, 2009). No que se refere ao
efeito do tempo de gradiente, os resultados indicaram que o aumento desta varidvel resultou
no aumento da resolucdo, efeito desejado para a resolugdo entre os picos 3,4DQ/3,5DQ.

Foi observado que a elevacdo simultinea da concentracdo inicial e final de metanol
resultou na reducdo da resolucio entre CAF/SIR, CUM/FER, sendo constatado
comportamento contrario para a resolucdo entre INT3/CAF. O efeito de interacdo entre a
porcentagem inicial de metanol e o tempo de gradiente indicou que o emprego de maiores
concentragdes iniciais de metanol associado a reducdo do tempo resultou em reducdo da
resolucdo entre os picos, efeito inverso observado apenas para INT3/CAF. Para a resposta
em que se desejava obter maior resolucdo (3,4DQ/3,5DQ), os resultados apontaram que a
resolucdo entre estes picos € aumentada conciliando-se menor porcentagem inicial e maior
tempo de gradiente linear, o que pode ser explicado através de um raciocinio similar ao
exposto para a varidvel concentracdo final de metanol. Mantendo-se fixa esta dltima
variavel, elevando-se o tempo de gradiente e reduzindo-se a porcentagem inicial de metanol
simultaneamente, ¢ possivel afirmar que a velocidade do programa de gradiente linear
(%.min"") diminuiu. Em funcdo disso, a taxa de progressdo do gradiente ficou mais lenta, o
que resultou em uma maior reten¢cdo e maior nimero de interagdes desses compostos com a
fase estaciondria, afetando positivamente a sua eficiéncia de separacdo (JARDIM,

COLLINS, GUIMARAES, 2006; LANCAS, 2009).
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O efeito das varidveis estudadas sobre a simetria indicou que o emprego de maiores
concentracdes de metanol no inicio do gradiente resultou em picos com menor simetria. Os
resultados mostraram ainda que o uso de uma porcentagem final de metanol mais elevado
implicou em maior simetria para os picos 3,4DQ e SIR. No que concerne ao tempo de
gradiente linear, foi constatado que a elevacdo do tempo de gradiente linear originou picos
menos simétricos para o composto 3,4DQ, comportamento inverso verificado para os picos

CUM e FER. Nao houve efeitos de interagdo significativos para esta resposta.

3.3 Otimizacao simultanea das respostas resoluciao e simetria de compostos

fendlicos através da técnica de Derringer e Suich

Ao usar a ferramenta Derringer e Suich, foram estabelecidas desejabilidades a fim de
que os algoritmos utilizem os modelos gerados para maximizar a simetria de todos o picos
e a resolucdo entre os picos 3,4DQ/3,5DQ e minimizar o tempo de corrida, sem prejudicar a
separacdo entre os pares de picos restantes. Foram construidas fungdes de desejabilidade
lineares unilaterais para maximiza¢do e minimizacdo. Para a maximizacdo da simetria dos

picos e do par 3,4DQ/3,5DQ as equacdes foram:

di = 0 se Ri < Rimin

] Ri — Rmin
di = (

Ridlvo — Rimin ),se Rimin < Ri < Ralvo
di = 1se Ri > Ralvo
Onde: di = desejabilidade i entre O e 1
Ri = valor previsto pelo modelo estatistico para as i resolu¢gdes ou simetria.
Rialvo = valores maximos para a resolu¢io ou simetria.

Rimin = valor minimo para a resolucdo ou simetria.
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Para da resolugdo entre os demais pares de picos, em que se desejava diminuir o

tempo de corrida, sem prejudicar a sua separagdo, foram utilizadas as seguintes férmulas:

di = 0 se Ri > Rmax

] Ri — Rmax ] ]
d —( - - ),se Rimax < Ri < Ralvo
Rialvo — Rimax

di = 1se Ri < Ralvo

Em que: di = desejabilidade i entre O e 1
Ri = valor previsto pelo modelo estatistico para a resolugdo i do pico.
Rialvo = valores desejados para a resolucdo do pico.

Rimax = valor maximo para a resolu¢do do pico.

Os limites superiores e inferiores de desejabilidade para cada resposta otimizada
foram estabelecidos apos testes preliminares no programa estatistico, em que foram
realizadas simula¢des com diferentes valores de resolucdo e simetria desejados. A partir
destes testes, foi verificada a incapacidade do programa em gerar solucdes quando se
propunham valores minimos e mdximos de resolucdo para a resposta 3,4DQ/3,5DQ acima
de 2,0 e 3,0, respectivamente. A minimizacdo da resolucdo entre os demais pares de picos
também demonstrou auséncia de solugdes existentes quando os limites superiores propostos
eram muito pequenos. Assim, as condicdes de desejabilidade utilizadas neste trabalho estdo
descritas na Tabela 4.

O algoritmo encontrou cinco condi¢des que satisfaziam os critérios estabelecidos,
mas todas elas apresentavam variacOes muito pequenas entre si. Sendo assim, a condi¢ao
6tima de separacdo que permitiu a maxima resolu¢do para os picos 3,4DQ/3,5DQ e o
maximo valor de simetria para todos os picos, bem como a resolucdo entre os demais pares
de compostos que permitiu um menor tempo de corrida, foi concentragdo inicial de metanol
(% Inicial MetOH) no gradiente de 13,9%, concentracdo final de 40% (% final de MetOH)

e tempo de gradiente linear de 39,4 minutos. Os valores da respostas previstos pelo método
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de Derringer e Suich para as resolugdes e simetrias apresentaram boa concordancia com os
valores obtidos experimentalmente, exceto para os modelos que ndo apresentaram ajuste ou

regressdo significativa, como pode ser observado na Tabela 4.
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Tabela 4. Condicdes de desejabilidade empregadas na otimizacdo simultdnea e respostas

previstas pelo modelo e observadas experimentalmente para a simetria e a resolucao.

Limite Limite
Variavel/Resposta Objetivo Importancia Previsto Observado
inferior superior
% Inicial MetOH Na faixa - -
-1,68 1,68 1
% Final MetOH Na faixa - -
-1,68 1,68 1
Tempo Minimizar - -
-1,68 1,68 1
GAL/INT1 Minimizar 10,71 11,11
5 30 1
INT2/5CQ Minimizar 5 - 20,13 20,61
5CQ/INT3 Minimizar 5,60 5,08
5 30 1
INT3/CAF Minimizar 4,89 4,67
4 30 1
CAF/SIR Minimizar 6,46 6,37
5 30 1
SIR/CUM Minimizar 20,99 20,49
5 30 1
CUM/FER Minimizar 9,67 9,83
5 30 1
FER/3,4DQ Minimizar 29,38 31,27
5 30 1
3,4DQ/3,5DQ Maximizar 19 3 | 1,94 1,97
3,5DQ/RUT Minimizar 6,50 5,95
5 30 5
RUT/4,5DQ Minimizar 20,31 19,79
5 30 1
4,5/INT4 Minimizar 6,29 5,57
5 30 1
GAL Maximizar 0,4 1 | 0,48 0,46
INT1 Maximizar 0,4 1 3 0,69 0,69
INT2 Maximizar 0,4 1 3 0,52 0,53
5CQ Maximizar 0.4 1 3 0,58 0,60
INT3 Maximizar 0,4 1 3 0,51 0,42
CAF Maximizar 0,4 1 3 0,75 0,75
SIR Maximizar 0.4 1 3 0,84 0,83
CUM Maximizar 0,4 1 3 0,86 0,83
FER Maximizar 0.4 1 3 0,83 0,87
3,4DQ Maximizar 0.4 1 3 0,64 0,79
3,5DQ Maximizar 0,4 1 3 0,98 0,65
RUT Maximizar 0.4 1 3 0,79 0,85
4,5DQ Maximizar 0.4 1 3 0,76 0,77
INT4 Maximizar 0.4 1 3 0,79 0,9

Acido gilico = GAL; Interferente 1 = INT1; INT2 = Interferente 2; SCQ = acido 5-cafeoilquinico; Interferente 3 = INT3; dcido cafeico=
CAF; dcido siringico = SIR; dcido p-cumdrico = CUM; écido ferrilico = FER; 4cido 3,4. dicafeoilquinico = 3,4DQ; dcido 3,5-
dicafeoilquinico = 3,4DQ); rutina = RUT; 4cido 4,5-dicafeoilquinico = 4,5DQ); Interferente 4 = INT4. Compostos separados por barras (/)
indicam a resposta resolugao entre picos.

61



3.4 Validacao do método cromatografico

O método foi validado com as condi¢des cromatograficas sugeridas pelo método de
Derringer e Suich. Os resultados podem ser visualizados nas Tabelas 5 e 6.

Através da andlise de varidncia, verificou-se que a regressao linear foi significativa
nas faixas de concentragdo estudadas e que os modelos matematicos nio apresentaram falta
de ajuste (p>0,05), mostrando-se apropriados para realizar as quantificacdes. A faixa de
concentracdo de trabalho nao abrangeu o limite de quantificagdo dos compostos como o
primeiro ponto da curva, porém, para a avaliacdo da repetitividade e da precisdo
intermedidria do método (Tabela 6), estes niveis de concentracido foram considerados.

Os resultados indicaram que o método cromatografico desenvolvido foi adequado
para a determinacdo dos dez compostos fendlicos estudados, estando de acordo com as
exigeéncias de validacdo (IUPAC, 2002; RIBANI et al., 2004; PASCHOAL et al., 2008). A
Figura 4 mostra o perfil cromatografico de uma amostra, da mesma adicionada de padrao e
do mix de padrdes nas condicdes finais do método, apds todo o processo de otimizacao e

validacao.
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Tabela 5. Limites de deteccdo e quantificacdo e linearidade do método cromatografico

desenvolvido para separagcdo de 10 compostos fendlicos em erva-mate.

. . Limite de Limite de
Linearidade 2 ~ . ~
Compostos (mg.L™) R detecg:c}o quantlﬁcallgao
* (mg.LL") (mg.L)
Acido gélico 0,1-7 0,9992 0,003 0,015
Acido 5-CQ 0,3-25 0,9991 0,0125 0,0625
Acido cafeico 0,1-7 0,9989 0,0125 0,0625
Acido siringico 0,1-7 0,9994 0,025 0,125
Acido p-cumadrico 0,1-7 0,9985 0,025 0,125
Acido ferrdlico 0,1-7 0,9991 0,006 0,03
Acido 3,4DQ 0,2-14 0,9983 0,006 0,03
Acido 3,5DQ 0,5-35 0,9979 0,0125 0,0625
Rutina 0,1-7 0,9984 0,0125 0,0625
Acido 4,5DQ 0,2-14 0,9983 0,006 0,03

Rz = coeficiente de determinag@o. Acido S-QQ = acido 5-cafeoilquinico; Acido 3,4DQ = acido 3,4-dicafeoilquinico;
Acido 3,5DQ = acido 3,5-dicafeoilquinico; Acido 4,5DQ = acido 4,5-dicafeoilquinico.
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Tabela 6. Valores de repetitividade e precisdo intermedidria para a validagdo do método de
separacao de 10 compostos fendlicos em erva-mate.

Area* Tempo de retencao*
. Concentracao
ompostos ivel . P> <
Come N (mg.L") Repetitividade . PI‘ECISé.l(’) . Tempo Repetitividade . PI‘CCIS&.I(’) .
n=10 intermediaria (min)** n=10 intermediaria
n=3 n=3
1 0,015 21,29 17,47
Acido gélico 2 4 0,57 0,77 2,87 0,22 1,03
3 7 0,72 0,36
o 1 0,0625 19,21 9,87
”S‘Céi" 2 12 0,56 0,94 8,92 033 0,81
€Q 3 21 0,33 0,30
1 0,0625 4,52 17,99
Acido cafeico 2 4 0,50 0,78 11,18 0,20 0,89
3 7 0,25 0,13
o 1 0,125 9,08 6,96
Siﬁfl;zo 2 4 1,13 0,70 12,52 0.27 0.83
3 7 0,56 0,16
Acido 1 0,125 12,86 8,44
p-cumirico 2 4 044 0,74 17,18 0,17 0.80
3 7 0,27 0,30
oo 1 0,03 13,49 12,61
Acido 2 4 0.25 0.84 19,62 0,18 0,66
ferralico
3 7 0,36 0,28
Acido 1 0,03 12,19 8,7
3.4 DQ 2 8 0,62 1,02 26,92 0,53 0,85
’ 3 14 0,46 0,54
Acido 1 0,0625 12,26 20,68
3.5-DQ 2 20 0,21 0,59 27,29 0,68 0,59
’ 3 35 0,34 0,48
1 0,0625 19,32 18,41
Rutina 2 4 1,08 1,88 28,75 0,19 0,36
3 7 0,90 0,11
. 1 0,03 18,80 18,25
4/*,50_1]‘;((’2 2 8 0,72 0.85 33,03 0,09 0,33
’ 3 14 0,28 0,20

Acido 5-CQ = 4acido 5-cafeoilquinico; Acido 3,4DQ = acido 3,4-dicafeoilquinico; Acido 3,5DQ = 4cido 3,5-
dicafeoilquinico; Acido 4,5DQ = 4cido 4,5-dicafeoilquinico

*Qs resultados para repetitividade e precisdo intermedidria estdo expressos em valores de coeficiente de variacdo
(CV).

** Os valores para o tempo de retengdo representam a média de 10 injegdes.

Nivel 1 = limite de quantificacdo dos compostos

Nivel 2 = ponto contemplando a regido de concentracio central da faixa linear

Nivel 3 = ponto contemplando a regido de concentra¢do na extremidade superior da faixa linear.
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Figura 4. Perfis cromatograficos da solu¢do padrdo (A), amostra adicionada de padrio (B) e amostra (C) obtidos apds a
otimizag¢do e validagdo do método cromatogréfico.

DAcido gélico; 2)Acido 5-cafeoilquinico; 3) dcido cafeico; 4)Acido siringico; 5) Acido p-cumdrico; 6) dcido ferrilico; 7) dcido
3,4-dicafeoilquinico; 8) 4cido 3,5-dicafeoilquinico; 9) rutina; 10) acido 4,5-dicafeoilquinico. As condigdes cromatogréficas
estdo descritas no texto. Comprimento de onda = 280 nm.
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4 CONCLUSAO

As técnicas estatisticas multivariadas utilizadas neste trabalho demonstraram ser
ferramentas eficientes para realizar a otimiza¢do de métodos de separagdo cromatografica.

A otimiza¢do multivariada realizada em matriz alimenticia adicionada de padrao
mostrou ser uma boa alternativa para garantir a aplicabilidade do método em amostra
verdadeira. O estudo da validagdo apresentou resultados satisfatorios, concluindo-se que o
método é adequado para a determinagdo dos 10 compostos fendlicos estudados em bebidas

de erva-mate.
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RESUMO

A erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hill.) € utilizada para o preparo do chimarrao,
bebida resultante da infusdo parcial das folhas e talos de erva-mate em &4gua quente,
largamente consumida na América Latina. A erva-mate contém altas concentracdes de
compostos fendlicos, principalmente acidos clorogénicos e flavonoides, os quais tém sido
associados a capacidade antioxidante e antimutagénica verificada em diversos estudos in
vivo e in vitro. Embora a composicao quimica da erva-mate seja bem estabelecida, nota-se
que a literatura acerca do tema carece de estudos que descrevam a importancia das bebidas
preparadas a partir desta planta como fontes destes compostos, considerando suas
peculiaridades de preparo, como tipo de infusdo, tipo de erva-mate e temperatura da dgua
de preparo. Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura
da dgua (65°C, 75°C, 85°C e 95°C) sobre a concentracdo dos compostos fendlicos (dcidos
gélico, siringico, cafeico, ferrdlico, p-cumadrico, 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico, 4,5-dicafeolquinico, e rutina) transferidos da erva-mate para os extratos
aquosos de chimarrdo preparados a partir de dois tipos comerciais de erva-mate: moida
grossa e tradicional. Para tanto, o preparo do chimarrao foi conduzido simulando-se o modo
como ¢ tradicionalmente preparado pelo consumidor. Os extratos foram analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa acoplada a um detector de arranjo de
diodos. Dentre os compostos investigados, foi verificada a presenca de 4cido 5-
cafeoilquinico, 4cido cafeico, dcido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico, rutina e
acido 4,5-dicafeoilquinico nos extratos aquosos de chimarrdo. De acordo com os resultados,
a variacdo da temperatura ndo afetou significativamente a transferéncia desses compostos
para os extratos de chimarrdo obtidos a partir da erva-mate tradicional. J4 para a erva-mate
moida grossa, constatou-se que o aumento dessa varidvel favoreceu a obtencdo de extratos
com maiores niveis desses compostos. Os extratos obtidos a partir da erva-mate moida
grossa apresentaram teores mais elevados dos compostos do que os obtidos a partir da erva-
mate tradicional. Os resultados demonstraram que o héabito de consumir chimarrdo implica
na ingestdo didria de grandes volumes dessa bebida e, consequentemente, de elevados

niveis de compostos fendlicos, em especial de dcidos clorogénicos. A partir dos resultados
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obtidos € possivel afirmar que o chimarrdao constitui uma excelente fonte de compostos

fenolicos para a dieta, principalmente de acidos clorogénicos.

Palavras chave: llex paraguariensis, erva-mate, infusao, dcidos clorogénicos.
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ABSTRACT

Yerba mate is employed for preparing “chimarrao”, a traditional beverage largely
consumed in Latin American, which consists in a partial infusion of the yerba mate in hot
water. The most widespread way of consuming these beverages is characterized by
repeated additions of water on the yerba mate, up to the loss of the taste being noticed by
the consumer. Yerba mate presents high concentrations of phenolic compounds, mostly of
chlorogenic acids and flavonoids, which have been associated, in various in vivo and in
vitro studies, with antioxidant and antimutagenic activities. Though the chemical
composition of yerba mate are well established, it is noted a lack of studies that describe the
importance of the beverages prepared from this plant as a source of these phenolic
compounds, considering the impact of their preparation peculiarities, such as type of
infusion, type of yerba mate and temperature of the water on these compounds
concentration. So, this study aimed to evaluate the impact of the water temperature (65°C,
75°C, 85°C and 95°C) upon the individual concentration of phenolic compounds (gallic
acid, syringic acid, caffeic acid, ferulic acid, p-coumaric acid, S-caffeoyilquinic acid, 3,4-
dicaffeoyilquinic acid, 3,5- dicaffeoyilquinic acid, 4,5- dicaffeoyilquinc acid and rutin)
transferred to the aqueous extracts of “chimarrao” prepared from two commercial types of
yerba mate, traditional and coarse-ground. For this purpose, “chimarrao” was prepared
simulating the way that it is traditionally made by the consumers. The aqueous extracts of
“chimarrao” obtained were analyzed by reversed phase high performance liquid
chromatography coupled to a diode array detector. Among the compounds investigated, the
presence of S-caffeoyilquinic acid, 3,4-dicaffeoyilquinic acid, 3,5- dicaffeoyilquinic acid,
4,5- dicaffeoyilquinc acid, caffeic acid and rutin was confirmed in the aqueous extract of
“chimarrao”. According to the data, temperature variation did not affect significantly, at a
95% confidence level, the transference of these compounds to the aqueous extracts of
chimarrao obtained from the traditional yerba mate. In relation to the course-ground yerba
mate, it was found that the increase of this factor favored the obtention of chimarrao

extracts with higher levels of the compounds. From the results of this work, it is possible to
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assert that “chimarrao” is an excellent source of phenolic compounds for our diet,

especially of chlorogenic acids.

Key words: Illex paraguariensis, infusion, yerba mate, chlorogenic acids.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (Ilex paraguariensis) ¢ uma planta nativa da regido subtropical da
América do Sul. Suas folhas e talos secos e triturados sao amplamente utilizados para o
preparo de infusdes muito apreciadas por suas caracteristicas sensoriais e estimulantes,
como o tereré€, o cha mate e o chimarrdo (HECK, MEJIA, 2007).

Nos ultimos anos, o interesse sobre esta planta tem aumentado significativamente em
func¢do de diversos estudos que comprovaram, em ensaios in vitro e in vivo, as propriedades
benéficas a saide humana oriundas do consumo de bebidas a base de erva-mate
(BOAVENTURA et al, 2012). Estudos tém demonstrado que extratos aquosos de erva-
mate apresentam propriedades vasorelaxantes, anti-inflamatdria, anti-arterosclerdtica,
hipocolesterolémica e capacidade antioxidante (BRACESCO et al., 2003; STEIN et al.,
2005; ARCARI et al.,2009; DE MORAIS et al., 2009; GAO et al., 2012). Recentemente,
em um ensaio conduzido por De Morais e colaboradores (2009) em 102 humanos, com 15
individuos apresentando niveis normais de lipidios no sangue (normolipidémicos), 57 com
niveis acima do recomendado (dislipidémicos) e 30 individuos portadores de
hipercolesterolemia (elevados niveis de colesterol), foram fornecidas infusdes a base de
erva-mate (330 mL/3 vezes ao dia por 60 dias). Os resultados demonstraram que a ingestao
das infusdes promoveram decréscimo dos niveis de colesterol LDL e aumento da
concentracdo do colesterol HDL sanguineo em todos os grupos estudados. Além disso, foi
observado que o consumo das infusdes reduziu os niveis de colesterol nao-HDL dos
individuos portadores de hipercolesterolemia.

Algumas das propriedades bioldgicas apresentadas pelas bebidas a base de erva-mate
sdo atribuidas a sua composicdo quimica rica em compostos fendlicos (BASTOS et al.,
2007). A composicao fendlica das infusdes apresenta altas concentracdes de dcidos
fendlicos, especialmente 4cidos clorogénicos e seus isdmeros mono e dicafeoilquinico
(&cido  5-cafeoilquinico, é4cido 3.4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-
dicafeoilquinico). Além destes, ja foram descritos os flavonoides quercetina, kaempferol e
rutina, sendo este ultimo o flavonoide presente em maior abundancia (FILIP et al., 2001;

BRAVO, GOYA, LECUMBERI, 2008; MARQUES, FARAH, 2009). Estudos ex vivo
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demonstraram que os dcidos clorogénicos auxiliam na protecdo do colesterol LDL contra
oxidacdo (GUGLIUCCI, 1996). Foi demonstrado ainda, através de ensaios in vitro, que
estes compostos sdo responsdveis pela inibi¢do do fendmeno da glicagdo, a qual pode
contribuir para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas e complicagcdes
vasculares em individuos portadores de diabetes (GUGLIUCCI, BASTOS, SCHULZE,
2009). A rutina, além de apresentar capacidade antioxidante e antiinflamatoria
(SHENBAGAM & NALINI, 2010; KAZLOWSCA et al., 2009), tem se destacado por sua
eficiéncia no tratamento de doencgas vasculares, como observado em alguns estudos
realizados em humanos (UNKAUF et al., 1996; VANSCHEIDT et al., 2002; ERLUND,
2004 ).

O chimarrdo, bebida resultante da infusdo parcial da erva-mate em agua quente,
constitui a forma de consumo mais difundida da planta. Na América do Sul, cerca de 30%
da populacdo consome mais de um litro de chimarrdo por dia (FILIP, 2001).
Tradicionalmente, o preparo do chimarrdo consiste em dispor verticalmente uma
quantidade de erva contra a parede de um recipiente denominado “cuia”, de modo que a
erva ocupe cerca de 2/3 do volume do mesmo. O espaco remanescente na cuia é entao
preenchido com a agua quente, a qual € succionada com o auxilio da “bomba”, espécie de
canudo metdlico contendo um disco perfurado na extremidade. O preparo do chimarrdo
caracteriza-se pela sucessiva adicdo de dgua na cuia, de forma a obter vdrias infusdes
preparadas a partir de uma mesma erva disposta na cuia. Em geral, novas aliquotas de dgua
sdo adicionadas até que o consumidor note perda do sabor da infusao (MEINHART et
al.2010).

As ervas-mate mais consumidas para o preparo do chimarrdo sdo a tradicional e a
moida grossa. A primeira consiste em uma mistura de folhas e talos de erva proveniente de
herbais nativos e cultivados, geralmente na proporcdo 50/50, enquanto a segunda
caracteriza-se por apresentar uma mistura similar de plantas nativas e cultivadas, porém
com um tamanho de moagem maior (BIZZOTO et al., 2012).

Embora o perfil de compostos fendlicos da erva-mate esteja bem estabelecido,
existem poucos trabalhos na literatura que tenham investigado os niveis ingeridos desses

compostos a partir do consumo de infusdes a base de erva-mate. Com relagdo ao chimarrao,
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Meinhart e colaboradores (2010) quantificaram o teor de compostos fendlicos totais nas
bebidas obtidas a partir das ervas-mate tradicional e moida grossa, preparadas da forma
tradicionalmente realizada pelo consumidor. Os autores constataram que o teor de
compostos fendlicos totais ingeridos em 100 mL de chimarrdo (primeiro extrato dentre 30)
foi de 225 mg para os extratos aquosos de erva-mate moida grossa e 235 mg para aqueles
obtidos a partir da erva-mate tradicional. Bastos e colaboradores (2005) e Mazzafera (1996)
simularam em laboratério o preparo do chimarrdo, realizando 2 adi¢des de agua sobre a
erva. Os extratos obtidos foram somados e analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. De acordo com os resultados, os autores estimaram que uma cuia de 500 mL de
chimarrdo pode conter de 226 a 240 mg de acido S-cafeoilquinico.

Os niveis de compostos fendlicos ingeridos a partir do consumo do chimarrdo podem
variar em fun¢do do tipo e quantidade de erva empregada, da propor¢ao de dgua adicionada
em relacdo a quantidade de erva, do tamanho da cuia utilizada, do nimero de infusdes
preparadas com a mesma erva, da composicdo da mesma em folhas e galhos e da
temperatura de preparo. Embora ndo exista uma temperatura estabelecida para o preparo da
bebida, em geral, o chimarrdo € preparado com dgua entre 75°C e 85°C (MAZZAFERA,
1996; MEINHART et al., 2010; MURAKAMI et al., 2010). O efeito das distintas formas
de preparo sobre a composi¢do quimica da bebida ingerida pelo consumidor é de elevada
importancia ja que as propriedades benéficas associadas ao consumo destas bebidas podem
ser correlacionadas diretamente aos componentes extraidos das folhas (ASTILL et al. 2001;
NISHIYAMA et al., 2010). Entretanto, dentre a literatura pesquisada, nao foram
encontrados trabalhos publicados que tenham investigado o efeito da temperatura da dgua
de preparo de chimarrdo sobre a concentracao individual dos compostos fendlicos presentes
na bebida pronta para consumo.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura da dgua sobre a
concentra¢do individual dos compostos fendlicos transferidos da erva-mate para os extratos

aquosos durante o preparo do chimarrao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de erva-mate

Amostras de erva-mate tradicional e moida grossa foram fornecidas nas embalagens
comumente utilizadas para a comercializacdo por uma ervateira localizada no Rio Grande
do Sul. Na Tabela 1 estdo descritas as caracteristicas das ervas adquiridas, conforme

informado pela empresa fabricante.

Tabela 1. Composi¢do das ervas-mate utilizadas nos experimentos

Composicao Tradicional Moida grossa
Folhas de plantas nativas 70% 60%
Folhas de plantas cultivadas 30% 40%
Talos/Galhos 27% 26%

2.2 Preparo do chimarrao

O preparo do chimarrdo utilizando-se as ervas-mate tradicional e moida grossa foi
efetuado simulando-se a forma como € usualmente realizado pelo consumidor
(MEINHART et al.,,2010). Procedeu-se da seguinte forma: 85 g de erva-mate foram
verticalmente dispostos em uma cuia de tamanho médio (aproximadamente 250 mL),
ocupando cerca de 2/3 do volume da mesma, conforme as instru¢des de preparo da bebida
presentes no rétulo. Em seguida, aferiu-se 150 mL de d4gua em uma proveta e transferiu-se

o volume para o espago remanescente da cuia. O volume de 4gua adicionado foi registrado.
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2.3 Obtencao dos extratos aquosos de chimarrao e variacio da temperatura

da agua de infusao

Para a extragcdo dos extratos aquosos de chimarrdo, foi utilizado um sistema como o
ilustrado na Figura 1, composto por uma bomba de vidcuo acoplada a um kitassato de 1000
mL, o qual, por sua vez, foi conectado através de uma mangueira de borracha a bomba
utilizada para a suc¢ido do chimarrdo. A bomba permaneceu imersa dentro da cuia em uma
posicao fixa durante toda a extracdo.Os extratos foram obtidos da seguinte maneira: apos a
adicdo da dgua na cuia, a erva-mate permaneceu em infusdo parcial por 30 segundos,
periodo apds o qual o extrato resultante foi imediatamente succionado para o kitassato e
recolhido. Apds um intervalo de 2 minutos, a cuia foi novamente completada com dgua e o
procedimento de extracdo foi repetido. A cuia foi completada com dgua mais 29 vezes,
totalizando 30 extratos aquosos de chimarrdo. Para ambos os tipos de erva-mate estudados,
foram obtidos extratos aquosos preparados com dgua a 65°C, 75°C, 85°C e 95°C.

Este método de extracdo representa 30 extratos aquosos de chimarrdo ingeridos
sucessivamente pelos consumidores, ao final dos quais a bebida perde sabor e a erva é
descartada. Dos 30 extratos recolhidos, foram analisados os extratos 1 a 6, 10, 14, 18, 22,
26, 30, de acordo com Meinhart e colaboradores (2010), sendo os demais extratos
descartados.

(A) (B)

*Bomba

Figura 1. (A) Obtengdo dos extratos aquosos de chimarrdo. (B) vis@o interna da

cuia de chimarrdo com a erva-mate ja disposta
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O preparo das bebidas foi conduzido sempre em triplicata. Durante a realiza¢do dos
experimentos, a disposicdo vertical da erva-mate na cuia ndo foi alterada, pois isso causaria
uma grande variag@o no teor dos compostos fendlicos.

Uma vez recolhido, cada extrato foi filtrado com papel de filtro comum,
adequadamente diluido, centrifugado a 7000 rpm e o sobrenadante foi novamente filtrado
através de filtro Milex (Millipore) de porosidade 0,22 um, transferido para eppendorff e

levado ao freezer a -18°C, ao abrigo da luz, até 0 momento da anélise.

2.4 Quantificacao do teor compostos fenélicos presentes na erva-mate

Para avaliar o quanto a infusdo parcial consegue extrair em relacdo ao conteido
total dos compostos fendlicos presentes na erva-mate, esta foi submetida a um processo de
extragdo exaustiva. A extragdo foi realizada conforme Meinhart e colaboradores (2010),
com algumas modificacdes. Antes de serem submetidas a extracao, as ervas foram moidas
para uma granulometria de 100 mesh. Foram adicionados 10 mL de metanol em 2 g de
erva-mate. Esta mistura foi submetida a agitacio mecanica por 3 horas, periodo ap6s o qual
foi centrifugada por 10 minutos a uma velocidade de 3500 g. O sobrenadante foi separado e
ao conteido solido remanescente foi adicionado mais 10 mL de metanol. A mistura
permaneceu por mais uma hora sob agitacdo e, ao final, foi novamente centrifugada. Os
extratos metandlicos provenientes das duas etapas de extracdo foram unidos em baldo
volumétrico de 25 mL e aferidos com metanol. Os extratos foram entdo filtrados com Milex
(Millipore) 0,22 um, adequadamente diluidos com dgua Milli-Q (Millipore) e submetidos a
andlise cromatografica. A quantificacdo dos compostos presentes nestes extratos foi

realizada através do mesmo método aplicado em extratos aquosos.
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2.4 Instrumentacao e condicoes cromatograficas

A separagdo dos compostos fendlicos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando um cromatégrafo Agilent 1100, equipado com um sistema quaternario
de bombas, injetor automatico e detector de arranjo de diodos, todos da Hewlett Packard
série 1100. Para realizar a separagdo foi empregada uma coluna de fase reversa C18, com
100 mm X 4,6 mm e 3 um de tamanho de particula.

A andlise cromatogrifica consistiu em um sistema de eluicdo em gradiente linear,
com a fase mével constituida de solucao aquosa de dcido férmico 0,1% (A)/metanol (B). O
gradiente linear foi programado da seguinte forma: 13,9% de B a 40% de B em 39,4
minutos. A detecgdo foi feita a 325 nm (para os dcidos clorogénicos e derivados do acido
hidroxicinamico) e 280 nm (para os derivados do 4cido hidroxibenzdico). O fluxo da fase
mével foi mantido em 0,8 mL.min"', o volume de injegdo foi 30 uL e a temperatura do
forno da coluna foi fixada em 30 °C. A identificacdo dos compostos fendlicos foi realizada
por co-cromatografia e através da comparagdo entre o tempo de retengdo e o espectro de
absorcao dos picos obtidos através da andlise cromatogréfica dos extratos aquosos de erva-
mate com aqueles obtidos para os padrdes analiticos. A quantificacdo foi realizada através
de padronizacdo externa, utilizando-se os referidos padrdes puros na construcio de curvas
analiticas, e os resultados expressos em mg.100 mL™" de chimarrdo e em mg.g'1 de erva-
mate. Os picos cromatograficos foram registrados e integrados com o auxilio do software

Agilent Chemstation.

2.6 Tratamento estatistico dos dados

Os resultados obtidos apds a andlise dos extratos aquosos de chimarrdo foram
submetidos ao teste de Tukey, sendo consideradas estatisticamente diferentes as amostras
que apresentaram p < 0,05. O tratamento estatistico dos dados foi realizado com o auxilio

do software Statistitica 7.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicao fenolica dos extratos aquosos de chimarrao

No presente estudo foi verificada a presenca do dcido 5-cafeoilquinico (5CQ), do
acido 3.4-dicafeoilquinico (3,4DQ), do acido 3,5-dicafeoilquinico (3,5DQ), do acido 4,5-
dicafeoilquinico (4,5DQ), do acido cafeico (CAF) e do flavonoide rutina (RUT) nos
extratos aquosos de chimarrdo, resultado que esta de acordo com a literatura sobre o tema
(MAZZAFERA, 1996; FILIP et al, 2001; BASTOS et al., 2005; RIBANI, 2006;
MARQUES & FARAH, 2009). O perfil cromatogrifico do extrato aquoso do chimarrao
pode ser visualizado Figura 1.
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Figura 1. Perfil cromatogrifico de um extrato aquoso de chimarrdo. 1) 4cido 5-
cafeoilquinico 2) dcido cafeico 3) dcido 3.,4-dicafeoilquinico 4) dcido 3,5-
dicafeoilquinico 5) rutina 6) 4cido 4,5-dicafeoilquinico. Detec¢do a 325 nm. As

condi¢des cromatograficas estdo descritas no texto.
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3.2 Efeito da temperatura da agua de infusdo sobre a concentracao de

compostos fenélicos durante o preparo do chimarrao

Nas Tabelas 2 e 3 estdo apresentadas as concentracdes dos compostos fendlicos
presentes nos extratos aquosos de chimarrdo preparados nas condi¢cdes de temperatura
estudadas. Os valores representam os niveis de dcido S-cafeoilquinico, acido cafeico, acido
3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, rutina e acido 4,5-dicafeoilquinico que
seriam normalmente ingeridos por um consumidor de chimarrdo. O volume de extrato
aquoso extraido para as diferentes temperaturas foi, em média, 95,0+6,7 mL para a erva-
mate tradicional e 75+5,7 mL para a moida grossa. Todos 0os compostos estavam presentes
nos extratos aquosos em concentragdes quantificiveis até o trigésimo extrato.

De acordo com tratamento estatistico dos dados obtidos para a erva-mate moida
grossa, os extratos de chimarrdo preparados com &dgua a 65°C, 75°C e 85°C ndo
apresentaram diferenca significativa, em um nivel de 95% de confianca, quanto ao teor dos
compostos fendlicos analisados, diferindo, no entanto, dos extratos obtidos a 95°C. Foi
verificado que o preparo do chimarrdo nesta temperatura resultou em uma bebida com os
maiores teores dos compostos fendlicos.

Os 4cidos clorogénicos, principais constituintes encontrados nos extratos aquosos do
chimarrdo, sdo altamente soltiveis em dgua quente e relativamente estaveis quando expostos
a temperaturas de d4gua em ebuli¢do por curtos periodos de tempo (até 5 minutos), como ja
demonstrado por de Maria e colaboradores (1998), Farah e Donangelo (2006) e
Dawidowicz e Typek (2010). Além disso, o aumento da temperatura eleva a solubilidade
dos compostos fendlicos, promovendo maiores niveis de extracdo (CACACE, MAZZA,
2003). A associacao desses fatores, pode explicar o acréscimo dos teores dos acidos 5CQ,
dcido cafeico, 3,4DQ, 3,5DQ, 4,5DQ e da rutina nos extratos de chimarrdo preparados a
partir da erva-mate moida grossa a 95°C.

No que se refere a erva-mate tradicional, foi observado que a temperatura nao afetou
significativamente (p>0,05) a transferéncia dos compostos fendlicos estudados, em um
nivel de 95% de confianga. A ocorréncia de extratos que eventualmente resultaram em

teores significativamente diferentes (p<0,05) foi atribuida a erros aleatérios devido as
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caracteristicas intrinsecas do preparo do chimarrio, que refletiram no processo de extragao.
Durante a condug¢do dos experimentos foi inevitdvel, ndo obstante toda a atengdo
dispensada para esta etapa da extracdo, que uma pequena por¢do de erva-mate se
desprendesse do montante disposto contra a parede da cuia, entrando em infusdo completa.
Nao foi possivel controlar esta quantidade, sendo provavel que tenham havido diferencas
entre algumas replicatas de um mesmo ponto extracdo no que se refere a quantidade de erva
em infusdo total.

Uma possivel justificativa para esta divergéncia no comportamento da transferéncia
de compostos das ervas-mate para a dgua de infusdo mediante a variacdo da temperatura,
repousa na diferenca do nivel de compactacdo alcangado pelas mesmas durante o preparo
do chimarrdo. Ainda que sejam dispostas contra a parede da cuia da mesma forma, a erva-
mate moida grossa sofre uma menor compacta¢do devido ao tamanho de particula mais
elevado, que ndo permite a acomodacao perfeita entre as particulas da erva. Ja para a erva-
mate tradicional, por ser constituida de particulas mais finas, observou-se 0 comportamento
contrdrio, € um maior empacotamento das particulas foi atingido. Em funcdo dessa
caracteristica, a permeabilidade da 4gua na erva-mate moida grossa ¢ maior em relacio a
erva-mate tradicional. Essa particularidade € evidenciada quando sdo comparados os
volumes de extrato extraido a partir da erva moida grossa, que foram 25% menores em
relacdo aos extratos de chimarrdo obtidos a partir da erva-mate tradicional. Assim, a maior
penetracdo da 4dgua na erva-mate moida grossa, durante o preparo do chimarrido, permite
um maior contato da dgua de infusdo com as folhas e galhos, favorecendo assim a extracao
dos compostos.

De acordo com a Tabela 2, quando comparadas as concentragdes obtidas dos
compostos entre a menor € a maior temperatura estudada (65 e 95°C), observou-se que o
primeiro extrato obtido a 95°C, que representa o primeiro extrato de chimarrio ingerido por
um consumidor comum apds a disposi¢do da erva na cuia, apresentou um aumento de 51%
no teor de dcido 5CQ. Nos extratos preparados na sequéncia, este aumento foi, em média,
de 56%. Houve um acréscimo significativo também para o acido cafeico, o qual apresentou
concentragdo 88% maior no primeiro extrato € uma média de 92% a mais nos extratos

seguintes. Em relacdo ao extrato 1 obtido a 65°C, o mesmo obtido a 95°C teve sua
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concentragdo de 4cido 3,4DQ dobrada, enquanto a elevacdo média do teor desse composto
nos demais extratos foi de 57%. Para o acido 3,5DQ, o primeiro extrato apresentou um teor
64% maior e o ganho médio nos extratos subsequentes foi de 60%. Ja para a rutina, o
aumento médio obtido pelos extratos preparados a 95°C foi de 75%, sendo que no primeiro
extrato o teor de rutina foi 70% maior. O 4cido 4,5DQ teve um acréscimo de concentragdo
médio de 55%, destacando-se que no extrato 2 a concentragdo foi duas vezes maior, € no

extrato 1 foi 53% maior.
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Tabela 2. Concentracdes de compostos fendlicos presentes no extrato aquoso de chimarrdo preparado a partir da erva-mate

moida grossa.

Acido 5-cafeoilquinico (mg.100 mL™)

Acido cafeico (mg.100 mL™")

Acido 3,4-dicafeoilquinico (mg.100 mL™)

65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C
1 33,5546,44™  26,88+4,36™* 40,63+8,53" 50,10+3,13*" 0,17+0,05**  0,15+0,03** 0,24+0,02° 0,32+0,04*8 4,30+1,21° 4,29+0,78* 5,29+1,03° 8,17+0,28"°
2 2581+7,17%%  22,43+4,30™" 33,71+6,26* 48,24+12,80*° 0,11£0,02**  0,14+0,05** 0,21+ 0,01° 0,320,128 3,70+0,89° 3,43+0,55° 4,71+0,64" 8,10+2,12°
3 19,66+8,43* 17,26+6,08* 25,1049,01* 30,53+7,85" 0,110,03* 0,11+0,05° 0,1* 740,00 0,21+0,06* 3,17+1,01° 2,93+1,02° 4,28+1,60* 5,17+1,12°
4 14,11+3,43* 12,91£2.21*° 15,70£0,95* 24,91+0,39" 0,08£0,01**  0,08+0,01**  0,1420,02*®  0,17+0,02*" 2,17+0,47° 2,18+0,39° 2,91%0,12° 4,45+0,24°
5 14,14+4,91° 10,23£1,61**  12,89+0,42** 20,86+1,29*" 0,09+0,02**  0,07+0,01** 0,12+0,02° 0,150,028 2,35+0,67° 1,78+0,29° 2,53+0,16* 3,66+0,06"
6 13,98+7,57° 9,16+2,20** 11,48+0,71** 22,07+0,72*" 0,09+0,04** 0,07+0,01° 0,11+0,02**  0,16+0,02*8 2,51+0,95° 1,59+0,25° 2,21+0,20* 3,92+0,06"
10 10,08+4,40" 6,12+1,38** 5,940,974 17,24+3,09*" 0,08+0,03" 0,06£0,02**  0,07+0,01**  0,1420,02*8 2,22+0,64° 1,39+0,58* 1,30+0,29** 3,39+0,41*8
14 8,43+1,81° 6,58+1,21%* 5,55+1,83* 14,77+4,56*® 0,05+0,01* 0,0620,02* 0,05+0,01° 0,13+0,03" 1,53+0,22° 1,42+0,41° 1,19+0,27° 2,92+0,41°
18 8,84+1,02° 6,49+2, 47 7,25+1,26° 12,35+3,11*B 0,05+£0,01**  0,05+0,02** 0,07+0,01* 0,110,028 1,58+0,26° 1,20+0,50** 1,45+0,18"* 2,42+0,86*8
22 8,84+1,79* 5,82+1,99° 6,69+1,97° 10,35+2,58* 0,07+0,02* 0,05+0,02° 0,06+0,01* 0,10+0,02* 1,69+0,42° 1,11+0,44° 1,03+0,28** 2,04+0,61*8
26 10,99+2,82*4 6,36+1,83" 4,711,688 11,85+1,98*A€ 0,08+0,01* 0,06+0,02° 0,05+0,01* 0,12+0,01° 2,03+0,42° 1,24+0,38** 1,09+0,36* 2,31+0,37*®
30 11,23+2,39* 5,52+1,76" 4,54+1,92° 10,91+3,70° 0,09+0,02* 0,05+0,02° 0,05+0,02**  0,12+0,03*8 1,95+0,39° 1,0440,33* 1,03+0,43* 2,16+0,27°
Extrato Acido 3,5-dicafeoilquinico (mg.100 mL™") Rutina (mg.100 mL™") Acido 4,5-dicafeoilquinico (mg.100 mL™)
65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C
1 25,63+4,33** 21,82+3,86™" 33,51+5,61*" 41,17+1,19*8 5,43+0,70" 4,49+0,73" 5,80£1,31° 9,25+0,79° 7,82+1,15° 6,99+1,13** 12,26+2,5*8 12,09+2,06*"
2 20,19+5,27*4 18,28+3,34*4 24,28+3,34° 40,79+12,00® | 4,20+1,20*  3,99+0,71** 7,43+0,63" 9,63+2,94*% | 626+1,58™*  5,84+0,85* 10,48+1,1%8 12,53+1,64*"
3 15,89+6,54* 14,71+5,87*° 18,23+4,58"* 25,5046,34* 3,65+1,44° 3,15+1,41° 5,71+0,77* 5,95+1,52° 5,03£1,99%*  507+1,65**  9,11+0,77*8 8,25+0,83 "
4 11,70+2,93* 11,60+1,96* 15,12+0,62* 20,93+0,66" 2,59+0,88" 2,40+0,52* 3,30+0,13* 4,78+0,10° 3,81+0,93**  3,95+0,57* 5,27+0,19° 7,15+1,19*8
5 11,90+4,17° 9,21+1,25"* 12,94+0,68" 17,70+0,79*® 2,57+0,91° 1,91+0,39° 2,69+0,02° 4,17+0,17° 3,94£1,35° 3,20+0,34** 4,45+0,26° 5,91+1,22%B
6 11,90+6,22° 8,30+1,43** 11,26+0,82° 18,49+0,55*" 2,49+1,27" 1,63£0,27**  2,31+0,12**  4,16+0,40"" 3,96+2,09" 2,92+0,35%* 3,95+0,25° 6,30+1,31*8
10 9,16+4,50* 7,023,054 5,910,974 14,87+2,36*" 1,84+0,80" 1,49+0,65 1,2240,13%*  3.24+0,73® 3,26+1,57° 2,55+1,04* 23440424 5,530,77*8
14 7,85+1,34° 6,90+1,99° 5,24+1,28* 11,73+3,71*B 1,42+0,30* 1,38+0,42° 1,03£0,13**  2,70+0,93" 2,74+0,49° 2,56+0,77° 2,14+0,48"* 4,67+2,13°
18 8,03+0,90° 5,87+2,47° 6,49+0,90° 9,554+2,73* 1,50+0,28* 1,1940,52° 1,0240,34° 2,04+0,64° 2,88+0,35° 2,23+1,00° 2,15+0,62* 3,86+1,55°
22 8,11+1,81° 5,3242,10° 5,98+1,64° 7,89+1,79° 1,52+0,38"° 1,01+0,39° 1,25+0,32° 1,75+0,51° 2,97+0,68° 2,06+0,87° 1,87+0,52* 3,39+1,00°
26 9,88+2,68™* 5,80+1,67° 4,39+1,60™8 9,23+1,09° 1,93+0,63* 1,16+0,32° 0,99+0,35* 1,97+0,34* 3,56+0,87° 2,29+0,72° 1,98+0,72° 3,86+1,14°
30 9,642,074 4,90+1,60* 4,02+1,64*8 8,20+2,69° 1,89+0,44° 0,95+0,30° 1,70+0,42° 1,78+0,67° 3,56+0,71° 1,96+0,66* 1,85+0,77° 3,73+1,44°

Os resultados expressam a média de uma triplicata + desvio padréo.
Letras mindsculas iguais em uma mesma linha, entre as colunas, para um mesmo composto, representam médias que ndo diferiram estatisticamente em um nivel de 95% de confianga. Letras

maidsculas diferentes em uma mesma linha, entre as colunas, para um mesmo composto, representam médias estatisticamente diferentes em um nivel de 95% de confianca
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Tabela 3. Concentragdes de compostos fendlicos presentes no extrato aquoso

de chimarrdo preparado a partir da erva-mate

tradicional.
Extrato Acido 5-cafeoilquinico (mg.100 mL™) Acido cafeico (mg.100 mL™7) Acifo 3,4-dicafeoilquinico (mg.100 mL™)
65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C
1 26,85+1,25* 25,10+1,93* 26,14+2,78 %% 31,11+4,19°F 0,18+0,04* 0,19+0,05* 0,17+0,05* 0,22+0,04 * 4,18+0,18* 4,52+0,67* 4,23+0,17* 4,88+0,66°
2 17,71£1,54* 13,4645,10° 12,95+2,04* 23,94+597* 0,10+0,02* 0,09+0,02* 0,10+0,03* 0,1940,08* 2,70+0,28* 2,74+0,87* 2,110,374 3,95+0,85*5
3 6,34+1,98* 7,84+4,40*° 6,10+0,86" 7,00+1,77% 0,07+0,01* 0,09+0,06* 0,06+0,02* 0,08+0,02* 1,05+0,23* 1,96+0,79* 1,12+0,12° 1,35+£0,32°
4 3,95+0,29* 6,56+5,53" 4,08+0,30* 4,34+1,20*° 0,05+0,00* 0,07+0,03* 0,04+0,02* 0,07+0,03* 0,68+0,09* 1,63+0,79* 0,78+0,03* 0,91+0,21*
5 2,60+0,27* 5,21+4,03° 3,46+1,60° 3,05+1,35° 0,03+0,01° 0,06+0,02* 0,04+0,00* 0,05+0,02* 0,48+0,02*° 1,4240,65* 0,72+0,26* 0,74+0,19*
6 3,7242,14* 4,41+4,01° 2,3440,50* 3,91£2,07° 0,02+0,01* 0,06+0,03* 0,030,00* 0,100,03* 0,95+0,88* 1,150,57*¢ 0,54+0,16" 1,30+0,74*
10 2,37+0,10* 3,6343,34° 2,07£1,22° 1,3740,65* 0,02+0,01* 0,04+0,03* 0,02+0,01* 0,02+0,01* 0,45+0,04* 0,79+0,40* 0,52+0,14* 0,43+0,18*
14 1,47+0,10* 1,5340,79° 1,50+0,55* 1,55+0,74* 0,01+0,00** 0,04+0,02*® 0,02+0,00* 0,04+0,01* 0,28+0,00* 0,62+0,49* 0,39+0,01° 0,64+006"
18 1,73+0,56 1,53+1,04° 2,18+0,61° 1,75+0,28* 0,01+0,01° 0,02+0,01* 0,02+0,02* 0,03+0,01* 0,33+0,07* 0,40+0,17° 0,50+0,38* 0,66+0,03*
22 1,06+0,35* 1,7240,82° 0,95+0,12* 2,24+0,77% 0,01+0,01* 0,02+0,01* 0,02+0,01* 0,04+0,01° 0,21+0,03* 0,38+0,03* 0,34+0,14*° 0,70+0,14°
26 1,05+0,21* 1,5940,59° 1,040,12* 1, 39+0,06* 0,01+0,01* 0,02+0,01* 0,01+0,01* 0,02+0,01* 0,23+0,03* 0,34+0,04* 0,29+0,02* 0,55+0,03"
30 1,03+0,52* 1,47+0,25* 1,31+0,84* 1,91+1,03* 0,01+0,00** 0,01+0,01* 0,02+0,01* 0,040,008 0,23+0,07* 0,30+0,03* 0,33+0,16" 0,62+0,29*
Extrato Acido 3,5-dicafeoilquinico (mg.100 mL™7) Rutina (mg.100 mL™") Acido 4,5-dicafeoilquinico (mg.100 mL™)
65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C 65°C 75°C 85°C 95°C
1 23,77+0,93* 22,57+0,94° 23,17+1,76* 27,3844,14* 4,82+0,31° 4,99+1,26° 4,74+0,47° 5,47+0,75 7,06+0,34* 6,98+0,42" 7,21+0,37* 8,66+1,23°
2 15,30£1,41° 12,20+4,05° 11,4+61,96** 21,60+5,43*® 3,10£0,34° 2,59+1,37° 2,360,451 4,31£1,19° 4,82+0,42° 4,21x1,61° 3,82+0,66™* 7,42+1,78*8
3 5,86+1,41° 7,483,772 5,59+0,98* 6,28+1,96" 0,97+0,32* 1,5541,01° 1,034£0,23° 1,1440,33° 2,05+0,45* 2,71+1,33* 2,11+0,36° 2,48+0,68"
4 3,75+0,47% 6,00+0,79* 3,71+0,51* 3,60+1,41° 0,64+0,12* 1,31+1,29* 0,64+0,12* 0,63+0,22* 1,34+0,15* 2,11+1,41% 1,47+0,16* 1,56+0,50*
5 2,47+0,17* 4,92+333" 3,23+1,84* 2,35+1,38* 0,36+0,07* 1,02+0,91* 0,53+0,30* 0,35+0,21* 0,97+0,08* 1,92+1,25* 1,3120,66" 1,12+0,50*
6 3,19+1,53* 4,1243,36" 2,02+0,73* 3,56+1,77° 0,44+0,12*° 0,77+0,85* 0,34+0,15* 0,44+0,16* 1,43+0,98* 1,67+1,29* 0,94+0,23* 1,55+0,91°
10 2,2940,49* 3,334£2,60° 1,85+1,39* 0,92+0,51* 0,35+0,06* 0,64+0,63° 0,28+0,22* 0,14+0,08* 0,93+0,15* 1,40£1,05° 0,87+0,23* 0,54+0,24*
14 1,47+0,10* 1,36+0,45* 1,37+0,35* %1,08+0,31° 0,22+0,02* 0,23+0,12* 0,18+0,01* 0,12+0,05* 0,63+0,03* 0,60+0,16* 0,70£0,17% 0,71+0,11%
18 1,74+0,53* 1,2240,61° 1,98+1,71° 1,00+0,23* 0,26+0,05* 0,25+0,24* 0,29+0,26* 0,14+0,03* 0,72+0,20* 0,54+0,19* 0,96+0,73* 0,69+0,08*
22 1,11+0,20* 1,46+0,53° 0,80+0,12* 1,60+0,97* 0,15+0,02* 0,26+0,18* 0,14+0,01* 0,2240,15* 0,48+0,06* 0,65+0,20* 0,49+0,01° 0,96+0,45*
26 1,1420,11° 1,36+0,30"* 1,0420,06* 0,80+0,12*8 0,17+0,04* 0,25+0,15* 0,15+0,02* 0,13+0,02* 0,51+0,05* 0,61+0,10* 0,57+0,03* 0,61+0,07*
30 1,14+0,46° 1,41£0,00° 1,2240,65* 1,24+0,85* 0,17+0,06* 0,22+0,05* 0,20+0,12* 0,1940,18* 0,52+0,20* 0,65+0,01° 0,66+0,03* 0,85+0,49*

Os resultados expressam a média de uma triplicata + desvio padrao.
Letras mindsculas iguais em uma mesma linha, entre as colunas, para um mesmo composto, representam médias que ndo diferiram estatisticamente em um nivel de 95% de confiancga.

Letras maitsculas diferentes em uma mesma linha, entre as colunas, para um mesmo composto, representam médias estatisticamente diferentes em um nivel de 95% de confianca
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Quando considerada a soma das concentracdes dos compostos presentes em todos 0s
extratos, observou-se que aqueles obtidos a 95°C apresentaram uma concentracio cerca de
duas vezes mais elevada para todos os compostos em relagdo a obtida a partir da anélise dos
extratos preparados com dgua a 75°C. Para os extratos extraidos a 85°C e 65°C, os niveis
individuais totais de compostos fendlicos foram, em média, 50% menores.

A despeito desses resultados, ressalta-se que alguns estudos epidemioldgicos tem
evidenciado a associagdo do consumo de chimarrdo a elevadas temperaturas com o
desenvolvimento de cancer de esofago, laringe e boca. Conforme postularam os
realizadores desses estudos, a ingestdo continuada da bebida a temperaturas muito altas
pode ocasionar lesdes na mucosa dessa regido, favorecendo o desenvolvimento dessa
patologia (LORIA, BARRIOS, ZANETTI, 2009). Embora estes estudos nio sejam
totalmente conclusivos, pesquisas realizadas com outros alimentos consumidos a altas
temperaturas (chds) também estabeleceram correlagdo positiva entre a sua ingestdo e o
aparecimento de cincer, de forma que a ingestdo continua de alimentos a altas temperaturas
nao é recomendada (LORIA, BARRIOS, ZANETTI, 2009). Além disso, durante a
conducdo dos experimentos, foi possivel perceber a dificuldade que um consumidor de
chimarrdo teria para ingerir a bebida a 95°C, sendo provdvel que o mesmo devesse
aguardar a temperatura tornar-se mais amena para entdo consumir o produto. Como o
chimarrdo € uma bebida de consumo continuo e imediato (infusdo répida), é possivel que a
temperatura de 95°C seja pouco utilizada na pratica.

Ressalta-se ainda que embora o emprego de temperaturas inferiores para o preparo do
chimarrdo com erva-mate moida grossa tenha resultado em extratos com menores niveis de
acido 5CQ, 4cido 3,4DQ, acido 3,5DQ, acido 4,5DQ e rutina, estes ainda sdo considerados
elevados em comparacdo com outras bebidas (MARQUES, FARAH, 2009). Nesse sentido,
o presente estudo torna-se valioso ao demonstrar que € possivel realizar o preparo do
chimarrdo a partir das ervas-mate tradicional e moida grossa com temperaturas mais
brandas (65°C e 75°C) sem que hajam perdas significativas na transferéncia de compostos
biologicamente ativos da erva para a bebida ingerida.

A partir das Tabelas 2 e 3 € possivel inferir que, independentemente da temperatura
empregada, as concentragdes individuais dos compostos fendlicos nos extratos aquosos de

erva moida grossa foram superiores aos verificados nos extratos obtidos a partir da erva
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tradicional. Além disso, foi verificado que os niveis dos compostos nos extratos preparados
a partir da erva-mate tradicional decresceram mais rapidamente ao longo das sucessivas
adicoes de dgua na cuia do que naqueles preparados com a erva-mate moida grossa, como
pode ser observado nos grificos das Figuras 2 e 3. Este comportamento pode ser
parcialmente atribuido a maior permeabilidade a 4gua desta dltima, como ja descrito
anteriormente  (MEINHART et al, 2010; BIZZOTO et al., 2012). Porém, durante a
conducao dos experimentos foram observadas algumas caracteristicas particulares de
extracdo de cada erva-mate, as quais possivelmente afetaram a concentragdo de compostos
transferidos da erva para a dgua de infusdo. Durante o preparo dos extratos de chimarrdo, a
adicdo da 4gua causa a liberagdo de uma pequena porcao de erva do montante disposto
contra a parede da cuia, por¢do esta que entra em infusdo completa e contribui
significativamente para a transferéncia dos compostos fendlicos. Embora durante a
execucdo das extracdoes a disposicdo da erva tenha sido cuidadosamente mantida, foi
verificado que em relacdo a erva-mate tradicional, a quantidade de erva-mate moida grossa
liberada e mantida em infusdo completa a cada adi¢do de 4gua na cuia foi naturalmente
superior para todos os extratos, fato que estd ligado a menor capacidade de compactacao
desta erva. Assim, o maior volume de erva em contato com a dgua de infusdo favoreceu a

obtenc¢do de extratos com maiores niveisde compostos fendlicos.
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Figura 2. Concentracio de (A) dcido 5-cafeoilquinico, (B) 4cido 3,4-dicafeoilquinico,(C) dcido

3,5-dicafeoilquinico,(D) rutina, (E) dcido cafeico e (F) 4cido 4,5-dicafeolquinico nos extratos

aquosos de chimarrio obtidos a partir da erva-mate tradicional.
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Figura 3. Teor de (A) 4cido 5-cafeoilquinico, (B) 4cido 3,4-dicafeoilquinico,(C) dcido 3,5-
dicafeoilquinico,(D) rutina, (E) 4cido cafeico e (F) 4cido 4,5-dicafeolquinico nos extratos

aquosos de chimarrdo obtido a partir da erva-mate moida grossa.
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3.3 Conteiido de compostos fendlicos e porcentagem transferida para os

extratos de chimarrao

Na Tabela 4 pode ser visualizado o contetdo total do dcido 5CQ, acido 3,4DQ, 4cido
3,5DQ, écido cafeico, 4dcido 4,5DQ e rutina extraido a partir das ervas-mate tradicional e
moida grossa. Através da andlise estatistica, foi verificado que nido houve diferenca
significativa, em um nivel de confianca de 95%, entre o teor individual dos compostos
fenodlicos presentes nas ervas-mate tradicional e moida grossa, exceto para o teor de dcido
4,5-dicafeoilquinico. Os resultados demonstraram que a erva-mate contém altas
concentracdes de rutina e de compostos pertencentes a familia dos acidos clorogénicos
(5CQ, 3,4DQ, 3,5DQ e 4,5DQ), os quais constituem os fendlicos majoritarios desta planta.
Dentre a literatura pesquisada, ndo existem registros de alimentos ou plantas que
contenham concentracdes tdo elevadas de substincias dessa classe, com excecdo das
sementes verdes de Coffea canephora v. Conillon (9,5 mg.lOOg'l) (MARQUES, FARAH,
2009).

De acordo com a Tabela 4, o composto presente em maior concentracdo foi o dcido
3,5DQ, seguido pelo acido 5CQ. A predomindncia desses compostos corrobora os
resultados encontrados por Marques e Farah (2009) e Filip e colaboradores (2001). As
concentracdes dos compostos fendlicos quantificados no presente trabalho estdo em
concordancia com os niveis descritos na literatura para estes compostos (MARQUES,
FARAH, 2009; RIBANI, 2006; DUTRA, RIBANI, 2010; PAGLIOSA et al., 2010;
BIZZOTO et al., 2012).

Na Tabela S pode ser visualizada uma estimativa dos teores totais ingeridos de cada
composto fendlico ao final de 30 adi¢des de dgua na cuia. Estes valores foram obtidos
ajustando-se as concentracdes das Tabelas 2 e 3 ao volume médio de chimarrdo extraido
para cada erva-mate, que representa o volume que seria sorvido pelo consumidor, e
considerando-se a média das concentracdes dos compostos obtidas nos extratos em que a
variagdo da temperatura da dgua para o preparo da bebida ndo foi significativa (65°C, 75°C
e 85°C para a moida grossa e todas as temperaturas estudadas para a tradicional). Na
Tabela 5 também estdo apresentados os percentuais dos compostos fendlicos extraidos

durante as infusdes em relacdo aos conteudos totais que constam na Tabela 4.
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Tabela 4. Concentracdo dos compostos apds extragdo exaustiva das ervas-mate tradicional
e moida grossa.
Tradicional Moida grossa

Compostos (mg.g™") (mg.g")
5CQ 16,23+0,53" 16,01+0,07
CAF 0,13+0,01* 0,13+0,02*
3,4DQ 3,02+0,11° 2,96+0,04*
3,5DQ 20,59+0,74*° 20,05+0,10*°

RUT 4,50+0,21% 4,68+0,10*
4,5DQ 5,79+0,20* 5,35+0,07°

Letras mindsculas iguais, para um mesmo compostos, entre as colunas, em uma mesma linha, denotam médias que
ndo diferem estatisticamente entre si, em um nivel de 95% de confianga. 5-CQ = 4cido 5-cafeoilquinico; CAF =
acido cafeico; 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5DQ = 4cido 3,5-dicafeoilquinico; RUT = rutina; 4,5DQ =

acido 4,5-dicafeoilquinico.

Os percentuais dos compostos transferidos para os extratos foram, em média, duas
vezes maiores para os obtidos a partir da erva-mate moida grossa, o que pode ser atribuido
aos efeitos produzidos pelas diferencas entre o nivel de compactacdo das ervas e entre a
quantidade de erva que permanece em infusdo completa quando a 4dgua € adicionada na
cuia, como ja descrito anteriormente neste artigo.

Os percentuais individuais dos compostos transferidos da erva-mate para os extratos
de chimarrdo atingidos neste estudo s@o inferiores aos alcancados nos trabalhos realizados
por Ribani (2006), em que foram obtidos 100% de transferéncia de acido 5CQ e 89% de
rutina, e Marques e Farah (2009), no qual foi obtido 100% de transferéncia de dcido 5CQ,
acido 3,4DQ, 4cido 3,5DQ e acido 4,5DQ. Porém, ressalta-se que nestes estudos foi
realizada a infusdo total da erva na dgua, procedimento que ndo representa o preparo de um

chimarrdo, que consiste em uma infusdo parcial.
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Tabela 5. Teor de acido 5CQ, acido CAF, 4cido 3,4DQ, acido 3,5DQ, RUT e 4cido 4,5DQ
ingeridos através do consumo de chimarrdo e percentuais extraidos em rela¢do ao conteido

total de cada um desses compostos.

Erva mate
Compostos Tradicional* Moida
(mg) % Extraida grossa* (mg) % Extraida
SCQ 95,93+14,14 6,95 218,11+40,07 15,81
CAF 1,02+0,26 9,25 1,66+0,17 15,06
3,4DQ 20,84+3,96 8,12 39,3846,11 15,65
3.5DQ  85,26+10,70 4,87 193,83+30,44 11,37
RUT 15,72+3,63 4,11 40,88+5,48 10,28
4,5DQ 34,07+2,59 6,92 70,97+8,57 15,61

*Teor em 30 extratos de chimarrio.
5CQ = éicido 5-cafeoilquinico; CAF = 4cido cafeico; 3,4DQ = acido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5DQ = é4cido 3,5-
dicafeoilquinico; RUT = rutina; 4,5DQ = acido 4,5-dicafeoilquinico.

3.4 Compostos fenolicos nos extratos de chimarrao normalmente ingeridos

pelo consumidor e comparac¢io com outras bebidas

A partir dos niveis dos compostos apresentados nas Tabelas 2 e 3, € possivel afirmar
que os extratos aquosos de chimarrdo constituem uma excelente fonte de 4cidos
clorogénicos e do flavonoide rutina. Bastos e colaboradores (2005) e Mazzafera (1996)
estimaram que 500 mL de extrato de chimarrdo contém cerca de 226 mg e 240 mg de acido
5CQ, respectivamente. Ribani (2006) determinou que a mesma quantidade de chimarriao
apresentou 167 mg de acido 5CQ e 50 mg de RUT. Neste trabalho, 0 mesmo volume de
extratos de chimarrdo de moida grossa (equivalente a soma do volume de 5 extratos),
apresentou, 107 mg de 4cido 5CQ, 0,66 mg de acido cafeico, 16 mg de acido 3,4DQ, 88 mg
de 4cido 3,5DQ, 19 mg de RUT e 31 mg de acido 4,5DQ. Em geral, grandes volumes de
extratos de chimarrdo sido ingeridos por um individuo durante um dia inteiro. Para um
consumidor assiduo da bebida, que ingere cerca de um litro de chimarrdo por dia, o que

corresponderia a cerca de 10 a 12 adi¢des de dgua na cuia, estes niveis dobrariam.
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Marques e Farah (2009) determinaram os teores de dcido 5CQ, 4cido 3,4DQ, 3,5DQ,
4,5DQ e dcido CAF em uma xicara de 200 mL de uma infusdo total preparada com 1g de
erva-mate, e encontram, respectivamente: 14,75 mg, 5,37 mg, 29,23 mg, 15,19 mg ¢ 0,19.
No presente estudo, um mesmo volume de extratos de chimarrdo (cerca de duas adi¢des
consecutivas de d4gua na cuia) forneceria aproximadamente o dobro dessas concentracoes.

Em comparacido com outras bebidas e de acordo com os valores das Tabelas 2 e 3, o
teor de 4cido SCQ presente no primeiro extrato de chimarrao preparado com as ervas-mate
tradicional e moida grossa corresponde aos niveis presentes em 150 e 200 mL de suco de
ameixa (DONOVAN, MEYER, WATERHOUSE, 1998), respectivamente. O teor desse
composto para o primeiro extrato de moida grossa é cerca de 136 vezes mais elevado do
que em 100 mL de cha preto e 185 vezes maior do que o verificado no mesmo volume de
cha verde. Para a erva-mate tradicional, estes valores sdo 113 e 154 vezes mais elevados,
respectivamente (MARQUES, FARAH, 2009). O teor de 4cido cafeico para o primeiro
extrato obtido de ambos os tipos de erva-mate estudados equivale ao consumo de 50 mL de
suco ou cidra de maca (KAHLE, KRAUS, RICHLING, 2005), a ingestdo de 200 mL de
vinho branco ou 1000 mL de suco de uva (GRUZ, NOVAK, STRNAD, 2008).

O café constitui a principal fonte de dcidos clorogénicos para a dieta humana, sendo o
acido 5-CQ o composto presente em concentragdes majoritarias. Uma xicara de café (100
mL) apresenta 30 mg de 4dcido 5CQ, 2,4 mg de 4cido 3,4DQ, 1,62 mg de acido 3,5DQ e
1,45 mg de acido 4,5DQ (DUARTE, FARAH, 2011). O mesmo volume de extrato de
chimarrdo (extrato 1) contém, aproximadamente, a mesma concentragdo de dcido 5-CQ, o
dobro da concentracdo de 4cido 3,4DQ, 15 vezes mais 4dcido 3,5DQ e um teor seis vezes
mais elevado de acido 4,5DQ. Assim, é possivel afirmar que os extratos de chimarrdao
constituem uma excelente fonte de dcidos clorogénicos, alternativa ao café.

No que se refere ao teor de rutina, o niveis encontrados para os extratos de chimarrao
sd0 muito superiores aos descritos para outras bebidas, como o vinho Syrah brasileiro (0,24
mg.100 mL™" ) (BALLUS et al., 2012), suco de noni (0,188 mg.100 mL™") (DENG, WEST
& JENSEN, 2010) e suco de acerola (0,058 mg.100 mL™ ) (MEZADRI et al., 2008).
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4 CONCLUSAO

A erva-mate apresenta altas concentracdes de compostos fendlicos, sendo os dcidos
clorogénicos os componentes majoritarios presentes nesta planta.

O aumento da temperatura favoreceu a extragdo dos compostos fendlicos para os
extratos aquosos obtidos a partir da erva-mate moida grossa, porém, o mesmo ndo foi
observado para aqueles preparados a partir da erva-mate tradicional. Por outro lado, os
resultados indicaram que se o consumidor optar por utilizar 4gua a temperaturas mais
brandas (65°C e 75°C), para ambos os tipos de erva-mate, as concentragdes individuais de
compostos fenolicos nos extratos aquosos ainda sao elevadas.

Os resultados demonstraram que os extratos de chimarrdo constituem uma excelente
fonte de compostos fendlicos para a dieta. O hdbito de consumir chimarrdo implica na
ingestdo didria de grandes volumes dessa bebida e, consequentemente, de elevados niveis

de compostos fendlicos, em especial de dcidos clorogénicos.
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RESUMO

A bebida de cha mate, resultante da infusdo de folhas e talos tostados de Ilex
paraguariensis, € a mais consumida no Brasil e € rica em acidos clorogé€nicos, uma familia
de compostos fendlicos presentes em concentracdes majoritdrias no chd mate que
apresentam atividade antioxidante, hipoglicémica, vasoprotetora, neuroprotetora, anti-
inflamatoria, anti-obesidade e anti-cancer. Neste estudo foi empregado um planejamento
composto central para avaliar o efeito do tempo de infus@o, da temperatura e do volume de
dgua sobre a concentragdo do dcido S-cafeoilquinico, 4dcido 3,4-dicafeolquinico, acido 3,5-
dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico na bebida pronta para consumo. A partir dos
modelos matemadticos ajustados, as respostas foram simultaneamente otimizadas com o
auxilio da fun¢do de desejabilidade de Derringer e Suich a fim de obter o maximo teor dos
acidos clorogénicos no produto pronto para o consumo. A condi¢do 6tima foi aplicada nas
bebidas de chd mate obtidas a partir de 15 amostras comerciais de chd mate a granel. O teor
individual de dcidos clorogénicos foi determinado através de cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A ANOVA indicou que, em um nivel de 95% de confianca, ndo houve falta de
ajuste para os modelos lineares (p>0,05) e que os modelos matemadticos gerados a partir das
respostas do planejamento foram significativos, portanto, estes puderam ser utilizados para
prever as condi¢cdes 6timas de preparo da bebida de chd mate. Os resultados indicaram que
0 uso de temperaturas mais elevadas, maior tempo de infusdo e maior volume de dgua
apresentaram efeito positivo. O méximo do teor de 4cidos clorogénicos presentes na bebida
foi obtido quando a infusao foi realizada com 2 g de cha mate (contetido aproximado de um
saché), adicionadas de 300 mL de dgua a 95°C, sob infusdo durante 16 minutos. Quando
comparados aos teores de dcidos clorogénicos presentes nas bebidas preparadas de acordo
com as instrucdes do fabricante, os niveis obtidos no ponto 6timo também foram
superiores. As bebidas de chd mate preparadas a partir de amostras comerciais empregando
as condi¢des Otimas de tempo de infusdo, temperatura e volume de 4gua apresentaram
teores que variaram entre 3,72+0,17 mg e 31,06£8,75 mg para o dcido S-cafeoilquinico,
0,52+0,01 mg e 6,17+0,99 mg para o acido 3.4-dicafeoilquinico, 0,33+0,043 mg e 26,
18+9,96 mg para o 4cido 3,5-dicafeoilquinico e 0,80+0,02 mg e 15,84+5,69 mg para o

acido 4,5-dicafeoilquinico.
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dicafeoilquinicos,Derringer e Suich, otimizacao multivariada.
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ABSTRACT

Mate tea beverage, which consists on the leaves and stems of Illex paraguariensis under
infusion, is the most consumed tea beverage in Brazil. Chlorogenic acids, a family of
compounds present in major concentrations in mate tea, are known by presenting high
antioxidant capacity, hypoglycemic and vasoprotector effects, anti-inflammatory, anti-
obesity and anti-cancer properties. This study employed a central composite design to
evaluate the effect of time infusion, temperature and volume infusion upon the
concentration of S-caffeoyilquinic acid, 3,4-dicaffeoyilquinic acid, 3,5- dicaffeoyilquinic
acid, 4,5- dicaffeoyilquinc at the ready to drink mate tea. From the adjusted mathematical
models, the responses were simultaneously optimized with the help of Derringer and
Suich’s desirability function, aiming to obtain the maximum levels of chlorogenic acids at
the mate tea drink ready for consumption. The optimal condition found was applied to mate
tea drinks prepared from 15 commercial samples (loose leaves) of mate tea. The individual
content of chlorogenic acids was determined by high performance liquid chromatography.
The data indicated that the use of higher temperatures and the increase of time infusion, as
well as volume of water, presented a positive effect. The maximum content of chlorogenic
acids present in mate tea drinks were obtained when using 2 g of mate tea, added of 300
mL of water at 95°C, 16 minutes of time infusion. At these conditions, the migration
efficiency of the compounds from tea to mate tea drink was high. When compared to of
chlorogenic acids concentrations present in mate tea drinks prepared according to fabricant
instructions, the levels obtained in the optimal condition were superior. The contents of 5-
cafeoylquinic, 3,4-dicaffeoylquinic, 3,5-decaffeoylquinic and 4,5-dicaffeoylquinic acids
present in mate tea drinks obtained from commercial samples prepared at the optimal
conditions varied between 3.72 and 31.06, 0.52+0.01 mg and 6.17+0.99 mg, 0.33+0.043
mg and 26.18+9.96 mg, and 0.80+0.02 mg and 15.84+5.69 mg, respectively. According to
data, mate tea drinks can represent an important source of chlorogenic acids for the human

diet.

Key words: Ilex paraguariensis, caffeoylquinic acids, dicafeoylquinic acids, Derringer and

Suich, multivariate optimization.
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1 INTRODUCAO

Bebidas a base de chés estdo entre as mais populares do mundo. O seu consumo
aumentou em cerca de 30% na ultima década, o que pode ser atribuido principalmente aos
estudos in vitro e in vivo que demonstraram a relacdo inversa entre seu consumo € o risco
de desenvolvimento de doencas degenerativas (MACKAY & BLUMBERG, 2002;
MARTINS et al., 2009; BHATTACHARYA, MUKHOPADHYAY & GIRI, 2011). Os
beneficios a sadde associados a ingestdo dessas bebidas tém sido correlacionados a
presenca de compostos fendlicos, que sdo os constituintes mais importantes dos chds e
apresentam potente atividade antioxidante e sequestradora de radicais livres (ASTILL et
al.,2001; ATOUI et al., 2005; MATSUBARA & RODRIGUEZ-AMAYA, 2006).

O preparo da bebida de chd mate consiste na infusdo de folhas e talos, previamente
moidos e tostados, da planta Ilex paraguariensis St. Hill, nativa da América do Sul
(SOUZA, 2009). No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, o
consumo per capita de chas, em 2008-2009, foi de 0,500 kg/ano, sendo que 0,482 kg
refere-se exclusivamente ao chid mate (IBGE, 2009). As folhas e talos de Ilex
paraguariensis sao ricas em 4cidos clorogénicos, uma classe de substincias composta por
ésteres formados entre certos derivados do dcido hidroxicindmico (dcido ferrdlico, 4cido p-
cumadrico e dcido cafeico) com o dcido quinico. Os principais representantes desta familia
de compostos na llex paraguariensis sdo os ésteres do acido cafeico e seus isOmeros mono
e dicafeoilquinicos. (CLIFFORD, 1999; MARQUES, FARAH, 2009).

Os é4cidos clorogénicos apresentam potente atividade antioxidante e o consumo de
alimentos que contenham essas substincias pode contribuir para a prevencdo do
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e patologias relacionadas ao envelhecimento
(SHIBATA et al., 1999; GUGLIUCCI, BASTOS, SCHULZE, 2009; SUZUKI et al., 2006;
MA et al., 2010; MULLEN et al., 2011; LEE et al., 2012; NISETEO et al., 2012). Ensaios
in vitro e in vivo ja demonstraram que estes compostos apresentam efeitos hipotensivos e
vasoprotetores (SUZUKI et al, 2006); hipoglicémicos (TUOMILEHTO et al., 2004;
JOHNSTON, CLIFFORD, MORGAN, 2003) antivirais (ZHU et al., 1999; MA et al.,
2010;), propriedades anti-obesidade (CHO et al., 2010), neuroprotetoras (SCHINELLA,
FANTINELLI, MOSCA, 2005; BELKAID et al., 2006; LEE et al., 2012), anti-inflamatéria
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(PUANGPRAPHANT, ARCARI et al., 2011) e anti-cAncer (PUANGPRAPHANT et al.,
2011).

Alguns desses beneficios ja foram comprovados em ensaios in vivo, os quais
demonstraram que o consumo regular de chd mate pode ser um importante aliado na
prevencgdo de algumas patologias. GAO e colaboradores (2012) administraram doses didrias
de chd mate em ratos hiperlipidémicos. Os autores verificaram que os individuos que
ingeriram o chd apresentaram perda de massa corporal, diminuicdo dos niveis de lipidios no
sangue e menor deposi¢do de gordura hepatica, sugerindo que o consumo de chd mate pode
contribuir para a diminuicio do risco de arteriosclerose. Corroborando com estes
resultados, Boaventura e colaboradores (2012) avaliaram o efeito da ingestdo de chd mate
(1 litro durante 90 dias) sobre biomarcadores de estresse oxidativo em 74 voluntarios
dislipidémicos. Os autores verificaram que o consumo da bebida elevou a capacidade
antioxidante do plasma e do sangue e diminuiu os niveis séricos de LDL no sangue desses
individuos, sugerindo que o chd mate pode atuar como um eficiente suplemento da dieta
para a preven¢do de doengas cardiovasculares. Recentemente, Pereira e colaboradores
(2012) forneceram doses didrias de cha mate juntamente com solugdes de glicose para ratos
e constataram que o consumo dos extratos de chd estimulou a absor¢do de glicose no
organismo, indicando que a ingestdo de chd mate possui propriedades anti-hiperglicémicas
e pode auxiliar no controle da concentracdo sanguinea de glicose. Resultado similar foi
encontrado por Klein e colaboradores (2011), ao administrar doses didrias de cha mate (330
mL/3 vezes ao dia) em 29 individuos pré-diabéticos e 29 portadores de diabetes mellitus
tipo 2. Os efeitos anti-obesidade oriundos do consumo do chd mate j4 foram relatados por
Arcari e colaboradores (2009) e Pang, Choa e Park (2008) em um estudo conduzido em
ratos obesos. Ambos os autores constaram que o grupo que consumiu chd mate apresentou
perda de peso e diminui¢c@o dos niveis séricos de lipidios e glicose, postulando ainda que o
tratamento com chd mate apresentou efeito modulatério sobre alguns genes relacionados a
obesidade.

Tendo em vista que estas propriedades benéficas estdo associadas aos componentes
extraidos da planta, o estudo da composicdo quimica das bebidas torna-se de elevada
importancia (ASTILL et al. 2001; NISHIYAMA et al., 2010). Diversos estudos

univariados realizados com outros chds evidenciaram que a forma de preparo das bebidas,
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no que se refere ao tempo e temperatura de infusdo, bem como o volume dgua utilizado,
afetam diretamente a composi¢do quimica das bebidas prontas para consumo (RUSAK et
al., 2008; NISHYIAMA et al., 2010, KOMES et al., 2010). No entanto, ndo foram
encontrados na literatura pesquisada, estudos de otimizagcdo das condicdes de preparo de
bebidas com infusdo a quente, a partir de chd mate, a fim de obter o mdximo de eficiéncia
de extragdo de acidos clorogé€nicos no produto pronto para beber.

Os planejamentos experimentais multivariados tém sido utilizados com eficiéncia
para a otimizacdo de processos, uma vez que permitem investigar os efeitos de interacdo
entre varidveis independentes, reduzem o numero de experimentos e possibilitam a
constru¢do de modelos empiricos para predizer as condi¢des experimentais mais adequadas
para a execucdo do sistema estudado. Entretanto, quando se deseja otimizar processos que
envolvam um elevado ndmero de respostas, € improvavel que a regido 6tima para todas elas
seja a mesma. Nesse sentido, a técnica de Derringer e Suich, baseada na constru¢do de uma
funcdo global de desejabilidade envolvendo todas as respostas obtidas no planejamento
fatorial, constitui uma importante ferramenta para se alcancgar a otimizagdo simultanea das
respostas do sistema (BALLUS et al., 2011; MEINHART et al., 2011).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi empregar um planejamento composto
central e a técnica de otimizagdo simultdnea de Derringer e Suich para otimizar as
condi¢des de preparo da bebida proveniente do chd mate, com a finalidade de obter o
maximo de transferéncia dos &4cidos clorogénicos, 4cido S-cafeoilquinico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, dcido 3,5-dicafeolquinico e 4,5-dicafeoilquinico do chd para a bebida

normalmente preparada e ingerida pelo consumidor.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Reagentes e amostras

Os padrdes dos acidos 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e
4,5-dicafeoilquinico foram adquiridos da Biopurify (Chengdu, China). As solucdes estoque

~ -1
foram preparadas em metanol, na concentragdo de 1 mg.mL"", e armazenadas a -18°C por
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no maximo 1 més. O 4cido férmico de grau analitico foi adquirido da Ecibra (Sdo Paulo,
Brasil) e o metanol grau cromatografico, da Merck (Alemanha).

O cha mate utilizado no preparo das bebidas do planejamento composto central foi
obtido a partir de uma mistura de 2 marcas de chd mate comercializado a granel (folhas
soltas) disponiveis em supermercados da cidade Campinas, sendo um lote de cada. Os chés
possuiam tamanho de particula aproximado de 500 mesh e foram estudados nessa
granulometria a fim de representar as condicdes de preparo do consumidor. O contetddo das
embalagens foi misturado e homogeneizado, e esta mistura foi utilizada para o preparo das

bebidas durante a execucao dos experimentos.

2.2 Otimizacdo multivariada e tratamento de dados para a otimizacao

simultinea das respostas

Utilizou-se um planejamento composto central 2°, com trés replicatas verdadeiras
no ponto central. Foram investigados os efeitos de trés varidveis: tempo de infusdo das
folhas, temperatura de infusdo e volume de 4gua empregado para o preparo das bebidas. Os
niveis estudados estdo apresentados na Tabela 1. As respostas avaliadas foram os teores de
acido 5-cafeolquinico, acido 3,4-dicafeoilquinico, 4dcido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-
dicafeolquinico (em mg) na bebida final, pronta para consumo. Todos os experimentos

foram conduzidos em ordem aleatoria.

Tabela 1. Varidveis e niveis experimentais para o planejamento composto central 2%,

Variaveis Niveis codificados e decodificados
-1,68 -1 0 1 1,68
Tempo (min) 2 4,9 9 13,2 16
Temperatura (°C) 65 71,1 80 88,9 95
Volume de dgua (mL) 100 140,5 200 2595 300

Para o preparo das bebidas, foram pesados 2 g de chd, quantidade correspondente ao

conteddo aproximado de um sache. Em seguida, a 4gua quente foi adicionada e a infusdo
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permaneceu em repouso. Apds o periodo de infusdo, os chds foram imediatamente
depositados em um banho de gelo, até atingirem a temperatura ambiente, transferidos para
baldes volumétricos e aferidos com dgua. O conteddo do baldo foi filtrado com papel filtro
comum, seguido de filtragem em filtro de celulose de porosidade de 0,22 um (Millipore,
Brasil) e entdo injetado no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia para a determinacdo do
teor dos compostos estudados. Cada nivel experimental foi realizado em triplicata
verdadeira.

O tratamento estatistico dos dados obtidos foi realizado com o auxilio do programa
estatistico Design Expert 6.0.10 (Minneapolis, EUA). Os modelos mateméticos gerados
foram validados através de andlise de variancia (ANOVA) para a falta de ajuste e
significancia da regressdo, ao nivel de 95% de confianca. A ANOVA foi aplicada
considerando a triplicata de preparo da bebida em cada nivel experimental. Em seguida,
para determinar a condi¢do 6tima de preparo da bebida de chd mate para a obtengcdo dos
niveis maximos dos dcidos S-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e
4,5-dicafeoilquinico, foi utilizada a técnica de otimizacdo simultinea de respostas de
Derringer e Suich, estipulando-se um valor de desejabilidade para cada resposta e,
posteriormente, combinando-se em uma desejabilidade global.

De acordo com os resultados obtidos na otimizacdo multivariada, observou-se a
necessidade de realizar testes univariados extrapolando o tempo de infusdo 6timo indicado
pela otimizacdo. Assim, foram preparadas bebidas com tempos de infusao de 26, 36 e 46

minutos, e os demais parametros foram mantidos.

2.3 Instrumentacio e condi¢oes cromatograficas

A separagdo dos dcidos clorogénicos foi realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, utilizando um cromatdgrafo Agilent 1100, equipado com um sistema quaternario
de bombas, injetor automdtico e detector de arranjo de diodos, todos da Hewlett Packard
série 1100. Para realizar a separacdo foi empregada uma coluna de fase reversa C18 ACE

(Suica), com 100 mm X 4,6 mm e 3 um de tamanho de particula.
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A andlise cromatogréfica consistiu em um sistema de eluicdo por gradiente linear,
com a fase mével constituida de 4cido férmico 0,1% (A)/metanol (B). O gradiente linear foi
programado da seguinte forma: 13,9% de B a 40% de B em 39,4 minutos. A deteccdo foi
realizada a 325 nm. A vazado da fase movel foi mantida em 0,8 mL.min'l, o volume de
inje¢do foi 30 pL e a temperatura do forno da coluna foi fixada em 30 °C. A identificagdo
dos compostos fenodlicos foi realizada comparando-se o tempo de retencao e o espectro de
absor¢do dos picos das amostras com aqueles obtidos para os padrdes analiticos, alem de
co-cromatografia. Os picos cromatograficos foram registrados e integrados com o auxilio

do software Agilent Chemstation.

2.4 Quantificacdo do teor dos compostos fendlicos presentes nas folhas e

talos de cha mate

Para avaliar a efici€ncia de extracdo dos dcidos clorogénico nas condi¢des Otimas de
preparo da bebida de cha mate, as folhas e talos de Ilex paraguariensis foram submetidos a
um processo de extracdo exaustiva e o conteido total de cada dcido clorogénico estudado
foi comparado aos niveis presentes na bebida pronta para consumo. A extragdo foi realizada
conforme Meinhart e colaboradores (2010), com algumas modificacdes. Antes de ser
submetida a extracdo, o chd mate foi moido para uma granulometria de 100 mesh em um
moinho MARCONI TE 600 (Sdo Paulo, Brasil). Foram adicionados 10 mL de metanol em
2 g de erva-mate e esta mistura foi submetida a agitacdo mecanica por 3 horas, periodo
ap6s o qual foi centrifugada por 10 minutos a uma velocidade de 3500 g. O sobrenadante
foi separado e reservado, e ao contetido s6lido remanescente foi adicionado mais 10 mL de
metanol. A mistura permaneceu por mais uma hora sob agitacdo e, ao final, foi novamente
centrifugada. Os extratos metandlicos provenientes das duas etapas de extracdo foram
unidos em baldo volumétrico de 25 mL e os volumes aferidos com metanol. Em seguida, os
extratos foram filtrados com Milex (Millipore) 0,22 um, adequadamente diluidos e
submetidos a andlise cromatografica. A quantificacio dos compostos presentes nestes

extratos foi realizada através do mesmo método aplicado em extratos aquosos.
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2.5 Aplicacao em amostras

A condicdo 6tima de preparo da bebida de chd mate encontrada através da
otimizacdo simultinea das concentracdes dos dcidos clorogénicos estudados foi utilizada
para avaliar os niveis desses compostos presentes em marcas comercias de chd mate
comercializados a granel (folhas soltas). Foram encontradas disponiveis no mercado, no
periodo de outubro a novembro de 2012, 8 marcas de chd mate, das quais 2 marcas foram
encontradas em 3 lotes, 3 marcas em 2 lotes e 3 marcas foram encontradas em apenas 1
lote, totalizando 15 amostras comercias de cha mate analisadas. O tratamento estatistico foi
realizado através do programa Statistica 7.0 (Statsoft, EUA). As concentracdes médias
obtidas para cada composto foram comparadas através de ANOVA e teste de Tukey para
avaliar se houve diferenca significativa entre as marcas e os lotes de comercializagdo
(exceto para as amostras que estavam representadas por apenas um lote). As amostras
foram consideradas estatisticamente diferentes quando p < 0,05.

Para efeito de comparagdo, a bebida de chd mate também foi preparada de acordo
com as instrucdes de tempo e temperatura de infusdo presentes nos rétulos dos fabricantes
das marcas adquiridas e os niveis obtidos para os compostos foram comparados aos
verificados nas condi¢cdes 6timas de preparo sugeridas pelo Derringer e Suich. Para estes
experimentos, foi mantida a propor¢ao massa/volume indicada pelo processo de otimizacao
(2 g de cha para 300 mL de 4gua). Como as recomendacdes de tempo e temperatura de
preparo da bebida de chd mate variam entre fabricantes, foi realizado um levantamento dos
procedimentos descritos nas embalagens de todas as marcas analisadas. Assim, a bebida foi
preparada, a partir da infusdo de 2 g de chd mate, com um tempo de infusdo de 4 minutos
(média aritmética das temperaturas descritas nas embalagens), a uma temperatura de 90 °C
(determinada experimentalmente em laboratério, a partir das indicagdes recomendadas nas

embalagens), utilizando 300 mL de 4dgua.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Otimizacao das condi¢oes de preparo da bebida de cha mate

Na Tabela 2 estdo apresentadas as varidveis estudadas, bem como os niveis

experimentais e os teores médios (n=3) dos dcidos clorogénicos presentes nas bebidas

preparadas nas condi¢Oes experimentais do planejamento composto central. Os dados

expressam a média de uma triplicata verdadeira para cada nivel experimental.

Tabela 2.Teor dos dcidos 5-cafeoilquinico, 3.4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-
dicafeoilquinico nas condi¢des experimentais do planejamento composto central.

Ensaio Tempo Temperatura Volume de 5-CQ 3,4DQ 3,5DQ 4,5DQ
(min) (0 agua (mL) (mg) (mg) (mg) (mg)
1 -1 -1 -1 11,48 0,85 1,52 2,58
2 -1 -1 1 11,43 0,85 1,64 2,74
3 -1 1 -1 11,37 0,90 1,62 2,76
4 -1 1 1 14,66 1,34 2,17 3,69
5 1 -1 -1 12,84 0,98 1,74 2,99
6 1 -1 1 13,62 1,07 1,99 3,28
7 1 1 -1 14,17 1,19 2,09 3,49
8 1 1 1 14,36 1,35 2,11 3,66
9 -1,68 0 0 11,91 0,88 1,58 2,70
10 1,68 0 0 15,04 1,26 2,16 3,66
11 0 -1,68 0 12,19 0,92 1,64 2,72
12 0 1,68 0 13,60 1,28 1,88 3,29
13 0 0 -1,68 13,52 1,09 1,89 3,29
14 0 0 1,68 13,76 1,22 1,92 3,31
15 0 0 0 13,66 1,09 1,92 3,28
16 0 0 0 12,74 1,02 1,80 3,10
17 0 0 0 13,64 1,10 1,88 3,28

Valores codificados dos niveis experimentais: Tempo = (tempo — 9)/4,15. Temperatura= (temp - 80)/8,9. Volume de dgua = (vol

—200)/59.,9.

5CQ = acido 5-cafeoilquinico, 3,4DQ = acido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5DQ = 3,5-dicafeoilquinico; 4,5DQ = 4cido
4,5-dicafeoilquinico.
Os valores representam a média de uma triplicata verdadeira, realizada em cada nivel experimental.
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Os coeficientes de regressdo do modelo gerado para as respostas teor de acido 5-
cafeoilquinico, &cido 3,4-dicafeoilquinico, &cido 3,5-dicafeoilquinico e dacido 4,5-
dicafeoilquinico podem ser visualizados na Tabela 3, bem como os valores para a
significancia da regressdo e ajuste dos modelos obtidos através da ANOVA. O tratamento
estatistico indicou que o modelo linear nao apresentou falta de ajuste para os dados, ja que
os valores de F obtidos para as respostas foram inferiores aos valores de Fcritico;27.95%. A
regressdo para o modelo linear foi significativa ao nivel de 95% de confianca e os residuos
mostraram-se aleatérios, sem indicios de heteroscedasticidade.

Dessa forma, os modelos matematicos gerados puderam ser utilizados para realizar a
otimizacdo simultanea das respostas através da funcdo de desejabilidade de Derringer e
Suich, de modo a obter as condi¢cdes 6timas de preparo do chd para a obtengdo do teor

maximo de 4cidos clorogénicos.

Tabela 3. Validacdao dos modelos matemadticos: coeficientes de regressdo, significancia da
regressdo e testes para falta de ajuste

Significancia da Falta de ajuste
Respostas Coeficientes Regressao
v MQy/ MQfaj/ .
A B C MQr  Fcriticosssese ~ MQep CRITICOTL27.95%

5CQ 1,02 0,32 0,30 18,32 1,22

3,4DQ 0,11 0,097 0,060 31,34 2,82 1,46 2,09
3,5DQ 0,17 0,074 0,065 16,92 1,20
4,5DQ 0,28 0,16 0,10 21,62 1,53

5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico, 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5DQ = 3,5-dicafeoilquinico; 4,5DQ = 4cido
4,5-dicafeoilquinico.

A = tempo de infusdo; B = temperatura de infusdo; C = Volume de dgua

MQr=Média Quadritica devida a regressdo; MQr = Média Quadrdtica devido ao residuo; MQfaj = Média
Quadrética devido a falta de ajuste; MQep = Média Quadrética devido ao erro puro.

O tempo de infusdo constituiu o parametro de maior impacto sobre as respostas
avaliadas, constatando-se que o aumento linear dessa varidvel resultou em uma bebida de
cha mate com niveis mais elevados dos dcidos 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico. Provavelmente, o tempo de contato prolongado
promoveu a migracdo de um maior nimero de moléculas desses compostos do chd mate
para a bebida (VUONG et al., 2009). O efeito positivo oriundo do aumento do tempo de

infusdo sobre os niveis de compostos fendlicos nas bebidas prontas para consumo ja foi
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relatado em estudos conduzidos para outros chds, como ché verde, ché preto e ché branco
(PERVA-UZUNALIC et al., 2006; RUSAK et al., 2008; HORZIC et al., 2009; KOMES et
al., 2010; VUONG et al., 2011).

A temperatura da 4gua da infusdo foi outra varidvel muito importante para a
eficiéncia da transferéncia dos acidos clorogénicos para a bebida. Foi verificado que o
aumento linear desse parimetro promoveu a elevacdo dos teores dos dcidos 5-
cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico na bebida
pronta para consumo. Diversos estudos ji demonstraram que a extracdo dos dcidos
clorogénicos em outras matrizes alimenticias foi favorecida pela elevagcdao da temperatura
(SOSULKI, McCLEARY, SOLIMAN, 1972; DIBERT, CROS, ANDRIEU, 1989; DE
MARIA et al, 1999; FARAH, DONANGELO, 2006; BUDRYN et al., 2009;
UPADHYAY, RAMALAKSHMI, RAO, 2011; ZHANG, YANG, LIU, 2009), efeito que
pode ser atribuido a alta solubilidade apresentada por esses compostos em dgua quente,
como j4 evidenciado por RODRIGUEZ DE SOLTILLO, HADLEY, HOLM, (1994), DE
MARIA e colaboradores (1999) e FARAH, DONANGELO (2006). De acordo com Dibert,
Cros e Andrieu (1989), o aumento na concentracdo de dcidos clorogénicos devido a
elevacdo da temperatura pode ser explicado pelo aumento da difusividade dos dcidos
clorogénicos ou pela maior permeabilidade desses compostos na célula vegetal quando a
temperatura do solvente de extracao é aumentada.

No que se refere ao volume de 4gua empregada para o preparo da infusdo, verificou-
se que o aumento linear dessa varidvel favoreceu a extracao dos dcidos clorogénicos a partir
do cha mate, efeito que pode estar relacionado a diminui¢do da razdo sélido-liquido da
infusdo. Quando o volume do solvente de extracdo (neste caso a dgua utilizada para o
preparo da bebida) é aumentado e a proporcdo de sélido (representado pelo chd mate) é
mantida, a quantidade de solvente disponivel para interagir com a amostra € maior, o que
promove aceleracdo da transferéncia de massa entre o sélido e o liquido, favorecendo a
extragdo dos compostos da matriz (PRASAD et al, 2009). Em adi¢do a este efeito, quando
comparados os ensaios que utilizaram os niveis inferiores dessa varidvel (-1, -1,68) aqueles
que empregaram maiores volumes de dgua para o preparo das infusdes (1, 1,68), observou-
se que o resfriamento foi mais lento para estes ultimos, isto €, ao final do tempo de infusao,

as temperaturas para as bebidas preparadas nestes niveis experimentais eram mais elevadas.
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Assim, para estes experimentos, o chd ficou exposto a uma temperatura favoravel a
extragdo por um periodo prolongado, favorecendo a obtencdo de uma bebida com niveis de
acidos clorogénicos suplementados. Efeito similar na transferéncia de compostos fendlicos
do chd verde para a bebida pronta para consumo ji foi observado por Nishyiama e

colaboradores (2010).

3.2 Otimizacao simultanea das respostas teor de acidos clorogénicos

Ao empregar a ferramenta Derringer e Suich, foram estabelecidas desejabilidades a
fim de que os algoritmos utilizem os modelos gerados para maximizar os teores de dcido 5-
cafeoilquinico, 4cido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-dicafeoilquinico e do 4cido 4,5-
dicafeoilquinico na bebida de chd mate. Para tanto, foram construidas funcdes de
desejabilidade lineares unilaterais para maximizag¢do dessas respostas, de acordo com as

equagoes:

di = 0seCi < Cimin

) Ci — Ccmin
di =<

e i
Ccalvo — Ccmin> se Cimin < Ci < Ccalvo

di = 1se Ci > Ccalvo

Onde: di = desejabilidade i entre O e 1
Ci = valor previsto pelo modelo estatistico para as i concentragdes dos compostos
Ccalvo = valores alvo para o teor dos compostos

Ccmin = valor minimo para o teor dos compostos

Os limites inferiores e superiores de desejabilidade para cada resposta otimizada
foram determinados a partir das menores e maiores concentragdes observadas no

planejamento composto central. Foi estabelecido que os limites inferiores seriam os valores

119



das menores concentra¢des obtidas de cada composto no planejamento, enquanto os limites
superiores seriam o dobro do valor das maiores concentragdes alcangadas. O algoritmo
encontrou 9 condi¢cdes que satisfaziam os critérios estabelecidos, mas todas elas
apresentavam variagdes muito pequenas entre si. As condi¢des de desejabilidade utilizadas
neste trabalho estdo descritas na Tabela 4.

Assim, foi possivel obter as condi¢des 6timas de preparo da bebida de chd mate para
a transferéncia dos niveis maximos dos acidos 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico, que foram: tempo de infusdo de 16 minutos, com
um volume de 4dgua de 300 mL a uma temperatura de 95°C. Os valores das respostas
previstos pelo método de Derringer e Suich nestas condigdes experimentais apresentaram
boa concordincia com os valores obtidos experimentalmente, como pode ser observado na

Tabela 5.

Tabela 4. Condicoes de desejabilidade empregadas na otimizagdo simultanea das respostas.

Variavel/ Resposta Objetivo Limite Limite Importancia
inferior superior

Tempo Na faixa -1,68 1,68 +++
Temperatura Na faixa -1,68 1,68 +++
Volume 4gua Na faixa -1,68 1,68 +++
5CQ Maximizar 10 30 +++

3,4DQ Maximizar 0,7 3 -+
3,5DQ Maximizar 1 5 F+
4,5DQ Maximizar 2 6 +++

5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico, 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5DQ = 3,5-dicafeoilquinico; 4,5DQ = acido
4,5-dicafeoilquinico.

Tabela 5. Teor dos compostos previstos pelo modelo e observados experimentalmente.

Resposta Previsto (mg) Observado (mg)
5-CQ 15,7 14,6
3,4DQ 1,5 1,6
3,5DQ 2,3 2,2
4,5DQ 4,0 3.8

5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico, 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico, 3,5DQ = 3,5-dicafeoilquinico;
4,5DQ = 4cido 4,5-dicafeoilquinico.
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Os resultados destes testes estdo apresentados na Tabela 6. O teste de hipotese (teste
t) realizado para comparar os valores médios dos teores obtidos para cada composto nas
condi¢des 6timas de preparo da bebida aos verificados quando as bebidas foram preparadas
com os tempos de infusdo de 26, 36 e 46 minutos, indicou que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o teor de nenhum dos compostos presentes no chd mate
pronto para consumo, em um nivel de 95% de confianca. Além disso, € importante
considerar que periodos de infusdo muito longos nao possuem viabilidade pratica, uma vez
que nao representam a forma de preparo usualmente realizada pelo consumidor. Portanto, o
tempo de infusdo de 16 minutos foi utilizado para aplicagdo em amostras. A Figura 1
apresenta o cromatograma da bebida de chd mate preparadas nas condi¢Oes Otimas

indicadas pelo programa estatistico.

Tabela 6. Resultados do efeito de extrapolagdo do tempo de infusdo do chd mate sobre a
concentragdo dos dcidos clorogénicos presentes nas bebidas prontas.

CONCENTRACAO (mg em 300 mL)

Tempo (min)

5CQ 3,4CQ 3,5CQ 4,5CQ
16 14,62+0,45  1,58+0,04 2,18+0,17 3,76+0,12
26 15,45+0,13  1,75+0,05 2,15+0,26 3,86+0,13
36 14,93+0,35  1,93+0,09 1,65+0,14 3,70+0,22
46 15,73¢0,63  1,72+0,05 2,46+0,08 4,03+0,12

5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico; 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5DQ = 4cido 3,5 — dicafeoilquinico; 4,5DQ =

dcido 4,5-dicafeoilquinico.
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Figura 1. Perfil cromatografico da bebida de chd mate obtida nas condi¢cdes 6timas de preparo
indicadas pelo Derringer e Suich. 1) dcido 5-cafeoilquinico 2) dcido 3,4-dicafeoilquinico 3)

dcido 3,5-dicafeoilquinico 4) 4cido 4,5-dicafeoilquinico.

3.3 Contetido total de compostos fendlicos presentes nas folhas e talos do
chid mate e porcentagem transferida para as bebidas prontas para

consumo

Na Tabela 7 estdo expressas as porcentagens extraidas dos acidos 5-cafeoilquinico,
3,4-dicafeoilquinico, 3,5 — dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico nas condicdes Stimas de
preparo da bebida de cha mate em relagdo ao contetido total desses compostos presente nas
folhas e talos tostados de I. paraguariensis, bem como as concentracdes obtidas destes
compostos nas bebidas preparadas utilizando-se o modo indicado nas embalagens de
comercializacao.

As concentracdes encontradas para os compostos estdo em concordancia com 0s
resultados obtidos por Marques e Farah (2009). A partir dos dados da tabela, é possivel
inferir que o 5-cafeoilquinico constituiu o dcido clorogénico presente em maior quantidade
no chd mate, resultado que estd de acordo com Marques e Farah (2009) e Bastos e
colaboradores (2005). Observa-se ainda que este composto apresentou a maior eficiéncia de

extracdo, ja que 94% do contetdo total de dcido 5-cafeoilquinico presente no cha mate foi
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transferido para a bebida. Este resultado pode ser explicado pela alta solubilidade do 4dcido
5-cafeoilquinico em dgua quente, sendo facilmente transferido da matriz alimenticia para a
dgua sob temperatura de fervura, como relatado por De Maria e colaboradores (1999).
Marques e Farah (2009) obtiveram uma eficiéncia de extracdo a partir do chd mate similar
para o 4cido 4,5-dicafeoilquinico (49%) e para o acido 3,5-dicafeoilquinico (51%), porém,
muito inferior para os d4cido 3,4-dicafeoilquinico e S5-cafeoilquinico (10% e 44%,
respectivamente) .

O nivel dos 4cidos clorogénicos presentes nas bebidas preparadas de acordo com as
instrucdes do rétulo (4 minutos de infusdo a 90°C), bem como as porcentagens transferidas
destes compostos do chd mate para a bebida, foi inferior ao verificado para as bebidas
preparadas nas condi¢des 6timas, desmonstrando que o aumento do tempo e da temperatura
da 4gua de infusdo promoveu maior eficiéncia de extragdo. O emprego das condigdes
6timas no preparo das bebidas de chd mate possibilitou um acréscimo no teor de 20% para
o acido 5-cafeolquinico, 14% para o 4cido 3.4-dicafeoilquinico, 7% para o acido 3,5-

dicafeoilquinico e 11% para o 4cido 4,5-dicafeoilquinico.

Tabela 7. Eficiéncia de extracdo dos dcidos clorogénicos no ponto 6timo de preparo da
bebida obtida a partir de 2 g de cha mate.

50 Yok
Concentracao* Concentracao™* % C.O ncentlla(;ao %
Composto . P . instrucdes do ,
exaustiva no ponto 6timo  Extraida rétalo Extraida

5CQ 15,49+1,09 14,62 94% 11,71+0,15 74%
3,4DQ 2,97+0,06 1,58 53% 1,15+0,00 38%
3,5DQ 6,100,95 2,18 35% 1,75+0,14 28%
4,5DQ 7,20+0,17 3,76 52% 3,01+0,13 41%

*Concentragio em mg.2g" **Concentracio em mg em uma xicara de 300 mL de bebida de ch4 mate.
5CQ = 4cido 5-cafeoilquinico; 3,4DQ = 4cido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5DQ = 4cido 3,5 — dicafeoilquinico; 4,5DQ =
dcido 4,5-dicafeoilquinico.
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3.4 Aplicacao em amostras

As condi¢des 6timas de preparo da bebida de chd mate para obtencdo de maxima
eficiéncia de extracdo dos dcidos clorogénicos foram aplicadas em amostras comerciais € 0S
resultados estdo apresentados na Tabela 8. O teor de dcido 5-cafeoilquinico em 300 mL de
bebida de chd mate 5-cafeoilquinico variou entre 3,72+0,17 mg e 31,06+8,75 mg, o valor
de acido 3,4-dicafeoilquinico ficou entre 0,52+0,01 mg e 6,17+0,99 mg, o teor de 4cido
3,5-dicafeoilquinico oscilou entre 0,33+0,043 mg e 26, 184+9,96 mg, e o de &cido 4,5-
dicafeoilquinico variou entre 0,80+0,02 e 15,84+5,69 mg.

Os resultados indicaram que houve diferenca significativa (p < 0,05) no teor de
acidos clorogénicos entre as bebidas preparadas a partir de distintos lotes de uma mesma
marca. Da mesma forma, quando comparadas entre si, o teor dos compostos apresentou
variagdo significativa (p < 0,05) entre as bebidas obtidas a partir das marcas avaliadas. As
diferencas significativas verificadas podem ser atribuidas as variacdes na composi¢cdo das
plantas devido a disparidades de condicdes de cultivo e de processamento (SHARMA,
GULATI E RAVINDRANATH, 2005; LIN et al., 2003; ASTILL et al., 2001; HECK,
MEIJIA, 2007; ESMELINDRO et al., 2004; MAZZAFERA, 1997; PAGLIOSA et al.,
2010).

Bastos e colaboradores (2005) avaliaram o teor de 5-cafeoilquinico presente em
bebidas de chd mate preparadas a partir de diferentes marcas comerciais e observaram que
o conteudo desse composto presente em 180 mL de bebida foi de 16 mg, teor proximo ao
encontrado paras as bebidas preparadas a partir das marcas A, D e G. Marques e Farah
(2009) determinaram o teor dos é&cidos 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico 3,5-
dicafeoilquinico e 4,5-dicafeoilquinico em 200 mL de amostras comerciais de bebidas de
chd mate e verificaram um teor que oscilou entre 3,78 ¢ 7,1 mg, 0,44 a 1,51 mg, 0,63 a 2,10
mg, e 0,97 a 3,29 mg, respectivamente, valores que estdo de acordo com os encontrados
para as bebidas analisadas no presente estudo.

Quando comparadas as bebidas preparadas a partir de outros chds, como o ché verde,
chd preto e chad branco, verifica-se que apenas o dcido 5-cafeoilquinico estd presente na
composi¢do dessas bebidas e em concentracOes até 10 vezes menores (MARQUES,

FARAH, 2009). As bebidas de café, principais fontes de dcidos clorogénicos da dieta,
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podem apresentar, em uma xicara de 200 mL, de 9 a 30 mg de 4cido 5-cafeoilquinico, de
0,52 a 2,5 mg de 4cido 3,4-dicafeoilquinico, de 0,51 a 1,6 mg de 4cido 3,5-dicafeoilquinico
e 057 a 14 mg de 4cido 4,5-dicafeoilquinico (DUARTE, FARAH, 2011;
TAGLIAZUCCHI et al., 2011). De acordo com os dados apresentados na Tabela 8, o
consumo de 300 mL da bebida de chd mate pode corresponder aos niveis de acidos
clorogénicos presentes em 200 mL da bebida de café, corroborando com a ideia de que as
bebidas derivadas da erva-mate constituem uma importante fonte de acidos clorogénicos

para a dieta.
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Tabela 8. Concentracio dos dcidos clorogénicos na bebida chd mate de amostras comerciais.

CONCENTRACAO (mg.300 mL )

Marca
Lote 5CQ 3,4DQ 3,5DQ 4,5DQ
1 14,73+0,49° 1,82+0,07° 2,09+0,22° 3,8440,18"
A 2 12,41+0,13° 1,43+0,07° 1,79+0,02*" 2,87+0,04"
3 10,38+0,72° 1,41+0,14° 1,59+0,14° 2,8240,14°
Média 12,51+2,18° 1,55+0,23" 1,82+0,25° 3,17+0,57°
1 6,961,507 0,89+0,18* 0,75+0,24° 1,47+0,26"
B 2 13,83£0,81° 1,72+0,38° 1,84+0,11° 3,68+0,35"
3 7,360,532 0,78+0,02 &° 0,74+0,11*¢ 1,48+0,12*¢
Média 9,58+3,85° 1,13+0,51° 1,11+0,63** 2,21+1,27*¢
1 1,39+0,15 ° 0,19+0,01 2 0,200,022 0,300,022
C 2 8,63+0,39° 1,70+0,18° 1,13+0,47° 2,78+0,08"
3 - - - -
Média 5,01+£3,97" 0,95+0,84° 0,67+0,59"* 1,54+1,36 ¢
1 12,21+0,45° 1,90+0,162 1,73+0,09° 3,45+0,23"
D 2 12,76+0,992 1,96+0,192 2.24+0,21° 3,86+0,30°
3 - - - -
Média 12,48+0,75° 1,93+0,16° 1,98+0,32 %5 3,66+0,32 %%
1 23,76+5,60° 0,7+0,01° 8,0643,11° 10,85+2,44°
E 2 38,36+0,51" 11,64+0,10° 44.31+0,92° 20,84+0,38"
3 - - - -
Média 31,068,75°¢ 6,17+0,99°¢ 26,1849,96° 15,84+5,69°
1 3,72+0,17 0,52+ 0,330,04 0,80+0,02
F 2 - . _ -
3 - - - -
1 12,42+0,26 1,42+0,12 1,910,13 3,44+0,02
G 2 - - - -
3 - - - -
1 5,070,18 0,510,05 0,56+0,05 0,88+0.,01
H 2 - - _ .
3 - - - -

5CQ = acido 5-cafeoilquinico; 3,4DQ = dcido 3,4-dicafeoilquinico; 3,5DQ = dcido 3,5-dicafeoilquinico; 4,5DQ = 4cido 4,5-dicafeoilquinico. Letras mindsculas
diferentes para 0 mesmo composto em uma mesma coluna, para os lotes, representam médias com diferenca significativa a 95% de confianca. Letras mindsculas
diferentes para 0 mesmo composto, em uma mesma coluna, para as médias, representam diferenca estatistica significativa em um nivel de 95% de confianga.
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4 CONCLUSAO

A utilizagdo do planejamento composto central foi uma ferramenta muito importante
para avaliar a influéncia das varidveis estudadas sobre o teor dos 4cidos clorogénicos em
bebidas de cha mate. Os resultados obtidos nesse estudo indicaram que se o consumidor
optar por preparar a bebida com o uso de dgua fervente estard favorecendo a obtengdo da
bebida contendo teores elevados de dcidos clorogénicos. Este estudo demonstrou a

relevancia da bebida de chd mate como uma importante fonte de dcidos clorogénicos.
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CONCLUSAO GERAL

As técnicas estatisticas multivariadas utilizadas neste trabalho foram uteis para
alcancar a otimizacdo do método de separacdo de 10 compostos fendlicos (dcidos galico,
siringico, cafeico, ferrdlico, p-cumdrico, 5-cafeoilquinico, 3,4-dicafeoilquinico, 3,5-
dicafeoilquinico e 4,5-dicafeolquinico e rutina) em extratos aquosos de erva-mate. Além
disso, realizar a otimizacdo multivariada em matriz adicionada de padriao indicou ser uma
boa alternativa para garantir a aplicabilidade do método em amostra real. O método foi
validado e os resultados indicaram que este foi adequado para a determinagdo dos 10
compostos fendlicos em extratos aquosos de erva-mate.

Dentre os compostos fendlicos investigados neste trabalho, verificou-se que a erva-
mate possui altas concentracdes de compostos da familia dos 4dcidos clorogénicos (dcido 5-
cafeoilquinico, 4cido 3.,4-dicafeoilquinico, &4cido 3,5-dicafeoilquinico e 4cido 4,5-
dicafeoilquinico) e do flavonoide rutina.

Os extratos aquosos obtidos a partir da erva-mate moida grossa apresentaram maiores
niveis de compostos fendlicos em comparagdo aqueles extraidos da erva-mate tradicional.
O efeito significativo da temperatura da dgua sobre a transferéncia de compostos fendlicos
foi verificado apenas para os extratos obtidos a partir da erva-mate moida grossa. O
consumo de extratos de chimarrdo obtidos a 95°C, embora tenham apresentado maiores
concentracdes de compostos fendlicos, ndo é recomendado. Além disso, o chimarrdo pode
ser preparado com temperaturas mais brandas (65°C,75°C) e apresentar elevado teor de
compostos fenolicos.

No que se refere a bebida de chd mate, as ferramentas estatisticas utilizadas foram
importantes para alcancar a otimizacdo das condi¢des de preparo desta bebida,
estabelecendo condi¢des de preparo vidveis para o uso do consumidor. Os resultados
indicaram que se o consumidor desejar obter o méiximo de extracdo de dcidos
clorogénicos, o preparo da bebida a partir chd mate com &dgua sob fervura é o mais
indicado.

Quando comparadas a outras bebidas fontes potenciais de &4cidos clorogénicos,
como o café, os extratos aquosos de chimarrdo e da bebida de chd demonstraram ser uma

excelente fonte alternativa desses compostos, apresentando niveis correspondentes ou mais
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elevados para um mesmo volume de extrato ingerido. Este estudo apresentou dados
inéditos acerca da composi¢ao quimica dos extratos aquosos de chimarrdao e da bebida de
chd mate ingeridos pelo consumidor e demonstrou a relevancia dessas bebidas como fonte

de compostos fendlicos de baixo custo.
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