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RESUMO

Véarios efeitos benéficos a saide humana tém sido atribuidos ao consumo da infuséao
de erva-mate, protegendo os sistemas biolégicos do estresse oxidativo, além de
acOes anticancerigenas e cardioprotetoras. Esses beneficios estdo relacionados aos
compostos fendlicos, que atuam como antioxidantes, como a rutina e os acidos 5-
cafeoilquinico e caféico. Além dos compostos fendlicos, tém-se a cafeina,
teobromina e teofilina, metilxantinas presentes na erva-mate que estimulam o
sistema nervoso central. As etapas do processamento da erva-mate tém influéncia
direta na sua composicao fisico-quimica e, consequentemente, nos teores desses
compostos. O trabalho teve como objetivo verificar a influéncia dos sistemas de
estacionamento sobre os compostos fendlicos e metilxantinas em amostras de erva-
mate. Seis amostras de erva-mate cancheada foram divididas em dois lotes e
submetidas aos processos de estacionamento natural (180 dias) e acelerado (60
dias), de onde foram coletadas amostras periddicas para analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia-CLAE, com frequéncia de 30 e 10 dias, respectivamente.
Foi desenvolvido e validado um método isocratico por CLAE para analise das
diferentes classes de compostos fendlicos, rutina, acido cafeico, acido 5-
cafeoilquinico. No estacionamento natural, os teores de RU, AC, 5-CQA, Cf e Tb das
amostras de erva-mate variaram de 3,19 a 12,62 mg g*; 0,09 a 0,31 mg g*; 18,69 a
44,91 mg g*; 2,97 a 11,30 mg g* e 0,24 a 2,86 mg g*, respectivamente, enquanto
no estacionamento acelerado, os teores variaram de 3,67 a 12,10 mg g*; 0,09 a 0,3
mg g'; 18,58 a 48,11 mg g*; 3,12 a 11,36 mg g* e 0,51 a 3,52 mg g7,
respectivamente. Nao foi detectada teofilina em nenhuma das amostras de erva-
mate analisadas. O estudo estabeleceu que a rutina, acido 5-cafeoilquinico, cafeina
e teobromina, presentes na erva-mate, ndo sofrem influéncia dos sistemas de
estacionamento. Os resultados obtidos sugerem que apenas 0 estacionamento
acelerado proporciona condicbes para aumento do teor de acido caféico,
possivelmente a partir da degradacéo de outros derivados cafeoilquinicos presentes
na erva-mate.

Palavras-chave: Cromatografia Liquida. Metilxantinas. Compostos Fendlicos. llex
paraguariensis. Antioxidantes. Armazenagem.



ABSTRACT

Several beneficial effect to the human health have been attributed to the
consumption of yerba-mate infusion, protecting the biological systems from stress
oxidation, beyond having anti-carcinogenic and cardiovascular protective actions.
These benefits are related to the phenolic composites, that act as antioxidants, such
rutin (Ru), 5-caffeoylquinic acid (5-CQA) and caffeic acid (AC). Beyond phenolic
compounds yerba-mate has caffeine (Cf), theobromine (Th) and theophylline (Tf),
methylxanthines which stimulate the central nervous system. The yerba-mate
processing stages have direct influence in its physical-chemistry composition and so
in the contents of these composites. The work had as objective verify the influence
of the storage systems on phenolic compounds and methylxanthines in samples of
yerba-mate. Six samples of ground yerba-mate had been divided in two lots and
submitted to the natural (180 days) and accelerated (60 days) storage processes, of
where periodic samples had been collected for High Performance Liquid
Chromatography -HPLC analysis, in a frequency of 30 and 10 days, respectively. An
isocratic method for HPLC analysis of the different yerba-mate phenolic compounds,
rutin, 5-caffeoylquinic acid and caffeic acid was developed and validated. In the
natural storage samples, the contents of Ru, AC, 5-CQA, Cf and Tb had varied from
3.19t0 12.62 mg g™*; 0.09 to 0.31 mg g*; 18.69 to 44.91 mg g*; 2.97 t0 11.30 mg g™
and 0.24 to 2.86 mg g™, respectively, while in the accelerated storage the contents
had varied from 3.67 to 12.10 mg g*; 0.09 to 0.3 mg g*; 18.58 to 48.11 mg g}; 3.12
to 11.36 mg g and 0.51 to 3.52 mg g, respectively. It was not detected theophylline
in none of the yerba-mate samples analyzed. The study established that rutin, 5-
caffeoylquinic acid, caffeic acid, caffeine and theobromine yerba-mate content does
not suffer influence from the storage systems. The gotten results suggest that only
the accelerated storage provides conditions for increase the caffeic acid content,
possibly from the degradation of other caffeoylquinic derivatives presents in yerba-
mate.

Key-words: Liquid chromatography. Methylxanthines. Phenolic compounds. llex
paraguariensis. Antioxidant. Storage.
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1 INTRODUCAO

A erva-mate (llex paraguariensis Saint Hilaire) € uma espécie nativa,
destacando-se como fonte econémica, social e ecoldgica para a regido Sul do Brasil,
Norte e Leste da Argentina e Paraguai. O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de erva-mate, sendo o Estado do Parana o principal produtor (SIDRA,
2009), atendendo empresas ervateiras para consumo nacional além de fornecer
matéria-prima ao segmento industrial ervateiro exportador.

A erva-mate foi plenamente incorporada aos habitos alimentares dos
brasileiros, em particular no Sul do Brasil, onde se destaca o consumo na forma de
chimarrdo. Contém em sua composicdo alto teor de metilxantinas e compostos
fendlicos. Estes sdo fontes potenciais de antioxidantes naturais, protegendo o0s
sistemas bioldégicos do estresse oxidativo (GUGLIUCCI, 1996), além de
apresentarem acdes anticancerigenas (GONZALEZ DE MEJIA, 2004) e
cardioprotetoras (MENINI et al., 2007). A atividade antioxidante da infuséo de erva-
mate esta correlacionada com o conteado do flavondide rutina e dos derivados
cafeoilquinicos como os acidos caféico e 5-cafeoilquinico, entre outros compostos
(FILIP et al.,, 2000). As metilxantinas, cafeina, teobromina e teofilina atuam no
organismo estimulando o sistema nervoso central e a diurese (SIMOES et al., 2004).

A composicdo quimica da erva-mate pode variar em funcdo de diversos
fatores, como o tipo de cultivo, clima, condigcbes agronomicas, idade da planta,
metodologia de andlise e processamento industrial (MAZZAFERA, 1994; REGINATO
et al., 1999; DA CROCE, 2002; ESMELINDRO, et al., 2002; GNOATTO et al., 2007),
que envolve diferentes etapas que podem modificar sua composi¢cdo qualitativa e
guantitativa e, consequentemente, a atividade dos compostos bioativos.

Quando a erva-mate para chimarrdo é destinada ao mercado interno
brasileiro, normalmente, esta €é embalada e comercializada logo apos o
beneficiamento. Entretanto, quando o produto é para exportacdo, na maioria dos
casos, é submetido a um processo de estacionamento, onde a erva-mate cancheada
€ embalada em sacos e mantida em depdsitos. Existem dois tipos de
estacionamento, que podem ser natural (6 meses a 2 anos) e acelerado (30 a 60
dias) (ANDRADE, 1999; DE BERNARDI; PRAT KRICUN, 2001).



15

O armazenamento ou estacionamento é uma etapa da industrializacdo que
visa levar a formagdo de componentes aromaticos e a transformagdo da cor
(Nietsche, 2002) verde da erva-mate para amarela, ndo apreciada pelo consumidor
brasileiro, mas uma exigéncia do principal mercado importador do Brasil, o Uruguai
(ALMEIDA, 2007).

Adicionalmente aos fatores naturais, 0s sistemas de processamento como a
industrializacdo e o beneficiamento interferem diretamente nos componentes fisico-
quimicos da erva-mate, além de determinarem a qualidade do produto e suas
caracteristicas organolépticas que afetam as caracteristicas do produto comercial
(PARANA, 2000; CARDOSO JUNIOR, 2006; ZANOELO; CARDOSO FILHO;
CARDOSO JUNIOR, 2006). E de fundamental importancia a caracterizagdo dos
compostos bioativos em fungéo das etapas do processamento industrial, 0 que pode
levar a um aumento no valor agregado do produto e, consequentemente, ao

crescimento na demanda pela erva-mate.

1.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a influéncia dos sistemas de estacionamento sobre amostras de
erva-mate pela avaliacdo do teor dos compostos fendlicos rutina (Ru), acido caféico
(AC), acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) e das metilxantinas cafeina (Cf), teobromina
(Tb) e teofilina (Tf).

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desenvolver método isocratico por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para analise de compostos fendlicos;

 Determinar o contetdo de compostos fendlicos (acido caféico, ac. 5-
cafeoilquinico, rutina) e metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) de seis

amostras de erva-mate cancheada;
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Realizar analise dos compostos fendlicos (acido caféico, ac. 5-cafeoilquinico,
rutina) e metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) em um periodo de 60
dias, com uma frequéncia de 10 dias, das amostras submetidas ao sistema
de estacionamento acelerado;

Realizar andlise dos compostos fendlicos (acido caféico, ac. 5-cafeoilquinico,
rutina) e metilxantinas (cafeina, teobromina e teofilina) num periodo de 180
dias, com uma frequéncia de 30 dias, das amostras submetidas ao sistema

de estacionamento natural.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA ERVA-MATE

A producado mundial de erva-mate € estimada em aproximadamente 500 mil
toneladas anuais, sendo 260, 180 e 30 mil toneladas na Argentina, no Brasil e no
Paraguai, respectivamente. A erva-mate cancheada destaca-se entre os produtos de
extracdo vegetal no Brasil, apresentando, em 2007, uma producdo nacional de
225.757 toneladas, sendo o Parana responsavel por aproximadamente 70%,
relativos a 156.444 toneladas. Esse resultado representou um aumento de 2% na
producdo em relacdo ao ano anterior, que foram 152.971 toneladas (SIDRA, 2009).

No Brasil, o setor ervateiro 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). Além de ser a principal atividade
econdmica de muitos municipios, rende diretamente aos produtores mais de R$ 150
milhdes, contribuindo fortemente com a agricultura familiar e, consequentemente,
estimulando a manutencao do agricultor no campo (BRASUR, 2009).

A comercializacdo de erva-mate em folhas verdes do principal estado
brasileiro produtor, o Parana, atende empresas ervateiras tanto desse estado quanto
do Rio Grande do Sul, além de fornecer matéria-prima ao segmento industrial
ervateiro exportador, cuja participacdo esta em torno de 25% (PASINATO, 2004;
ALMEIDA, 2007).

As exportacdes da erva-mate brasileira cancheada e beneficiada destinam-
se principalmente para o Uruguai e a Siria. Além disso, pode ser exportada nas
formas solavel e em extrato, esséncia ou concentrado. Em 2005, obteve-se receita
de US$ 25 milhdes (Figura 1) oriundas da exportacdo de aproximadamente 31.000
toneladas de erva-mate, dos quais, 92% destinaram-se ao Uruguai (ALMEIDA, 2007;
MUSEU PARANAENSE, 2009).
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FIGURA 1 - EVOLUCAO DAS EXPORTACOES BRASILEIRAS DE ERVA-MATE 1992 A 2005
FONTE - ALMEIDA (2007)

A folha verde da erva-mate destina-se as agroindustrias cancheadoras para
producdo de chimarrdo, tereré (mate gelado), cha mate e compostos diversos. Ja os
extratos, esséncias e concentrados de erva-mate sao utilizados em industrias de
bebidas prontas, corantes naturais, cosméticos, higiene e limpeza. Os residuos
como goma e p6é sdao componentes basicos de j6ias e bijuterias femininas
(ALMEIDA, 2007).

2.2 COMPOSTOS BIOATIVOS EM ERVA-MATE

De acordo com Alikaridis (1987), o género llex, que inclui cerca de 400
espécies nativas principalmente da Asia e América do Sul, tem na sua composi¢&o
guimica os compostos fendlicos, metilxantinas, aminoacidos e outros compostos
nitrogenados, acidos graxos, compostos terpénicos, alcanos e alcoois, carboidratos,
vitaminas e carotenadides.

Pesquisas com extrato de erva-mate identificaram substancias polifenélicas
gue apresentam atividade antioxidante (SCHINELLA et al., 2000), inclusive no LDL
(SILVA et al., 2008), substancias com ac¢fes anticancerigenas (RAMIREZ-MARES,;
CHANDRA; GONZALEZ DE MEJIA, 2004) e presenca de metilxantinas que
estimulam o sistema nervoso central (GONZALES et al., 1993).
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Em estudos in vitro, o extrato de erva-mate contribuiu na prevencédo do
cancer (GONZALES DE MEJIA et al., 2005). J&, estudos in vivo com infusdo de
erva-mate demonstraram a capacidade de inibicdo da auto-oxidacdo do LDL
induzida pelo cobre (GUGLIUCCI, 1996) e a eficacia na reducéo do peso corporal
(DICKEL; RATES; RITTER, 2007) e do colesterol, revertendo em acgéo tonificante
para o coracdo (GUGLIUCCI, 1995).

Adicionalmente, foi demonstrada acdo cardioprotetora da erva-mate em
ratos (SCHINELLA; FANTINELLI; MOSCA, 2005) que preveniu a reducdo da funcao
realizada pelo HDL na prote¢do contra cardiopatias em humanos (MENINI et al.,
2007). No entanto, sdo necessarios mais estudos in vivo para demonstrar a relacéo
dos compostos bioativos da llex paraguariensis, com a inibicdo a doencas.

As metilxantinas foram, por muito tempo, consideradas o0s principais
compostos de interesse encontrados na erva-mate, sob o ponto de vista
farmacoldgico e terapéutico, sendo a cafeina um dos constituintes mais estudados
(ESMELINDRO et al., 2002). Na atualidade, os compostos fendlicos tém se tornado
0os compostos de grande interesse, devido as propriedades benéficas a saude,
sendo alvo de muitos estudos.

Conhecer a composicao de bioativos da erva-mate € fator importante para
aumentar o apelo ao consumo do produto, entretanto, trabalhos mostram que
existem variagcdes nos teores de um mesmo componente em amostras estudadas
(BORTOLUZZI et al., 2006; CARDOSO JUNIOR et al., 2007). Dessa forma, é
necessario estudar os fatores que podem causar alteragbes nesses compostos
quimicos, como diferencas nos sistemas de estacionamento ou parte do

processamento industrial da erva-mate.

2.2.1 Importancia dos compostos fendlicos e metilxantinas da erva-mate

Os compostos fendlicos e metilxantinas sdo produtos naturais, conhecidos
como metabolitos secundérios produzidos pelos vegetais, apresentando funcdes
ecologicas importantes como protecdo contra herbivoros e patdégenos, acéo
alelopatica, além de agir como atrativos para animais polinizadores (TAIZ; ZEIGER,
2004).
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Uma grande variedade de derivados fendlicos sdo essenciais para o
crescimento e reproducdo das plantas, agem como antipatdgenos e atuam na
protecdo contra predadores, como insetos (BUTLER, 1992). Além disso, os fendlicos
como os flavondides funcionam como antibioticos, pesticidas naturais, atraentes
para polinizadores, agentes protetores contra a luz ultravioleta, constituem materiais
para fazer parede celular impermeavel ao gas e a agua e como material estrutural
para dar estabilidade a planta (SHAHIDI; NACZK, 2004).

Em alimentos, os fendlicos podem contribuir para o amargor, adstringéncia,
pigmentacado, sabor, odor e estabilidade oxidativa dos produtos (NACZK; SHAHIDI,
2004).

Conforme Hoft, Verpoorte e Beck (1998), sob condicbes de estresse,
algumas plantas tém capacidade de aumentar sua producdo de alcaléides, como
cafeina e teobromina atuando como substéancias de defesa contra insetos e fungos e
contra a perda de folhas. J& Mazzafera, Yamaoka-Yano e Vitoria (1996) consideram
a cafeina como armazenadora de nitrogénio, pois contém quatro atomos de
nitrogénio em sua molécula. Entretanto, segundo uma revisdo realizada por
Ashihara e Suzuki (2004), a funcdo da cafeina em plantas ainda € indeterminada,
existindo duas hipdteses: defesa quimica para proteger o tecido jovem de
predadores como larva de insetos e funcdo alelopéatica ou autotoxica, inibindo a
germinacao de outras sementes.

Além da composicdo quimica rica em metilxantinas e saponinas, 0S compostos
cafeoilquinicos compdem até 12% do peso seco na erva-mate (SCHNEIDER et al.,
2006), indicando sua importancia na possivel determinacdo do sabor do produto
final. Esse também pode ser influenciado por fatores extrinsecos como o método de
secagem e estacionamento. Adicionalmente, a percepcdo de adstringéncia da
bebida de erva-mate tem sido correlacionada positivamente com o contelddo de
polifendis totais (TAMASI et al., 2006), sendo que para os produtos brasileiros,
atualmente, ndo existem dados publicados para os compostos fendlicos em erva-
mate durante estacionamento/armazenagem.

Os beneficios atribuidos ao consumo da infusdo de erva-mate estdo
relacionados aos compostos fendlicos, que atuam como antioxidantes (BRAVO;
GOYA; LECUMBERRI, 2007), sendo oxidados em preferéncia a outros constituintes
do alimento ou componentes celulares e tecidos (OLIVEIRA et al, 2006; PELUZIO;
OLIVEIRA, 2006).
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Filip et al. (2000) correlacionaram a atividade antioxidante da infusao de
erva-mate com conteudo de rutina, quercetina, kampferol e derivados
cafeoilquinicos, os quais tém reconhecida acdo antioxidante na saude humana
(GUGLIUCCI, 1996; MENINI et al., 2007; SILVA et al., 2008).

Além dos compostos fendlicos, tem-se a presenca das metilxantinas que sédo
responsaveis por alteracdes no organismo humano, agindo sobre os sistemas
nervoso central, cardiovascular, renal e digestivo. Os efeitos sdo qualitativamente
semelhantes, mas quantitativamente diferentes. Em funcao disso, sdo empregadas
com diferentes finalidades terapéuticas (BRUNETON, 1991).

Estudos relacionados com algumas bebidas largamente consumidas, como
café e cha, indicam a acdo da cafeina sobre a musculatura estriada e como
estimulante do sistema nervoso central. A teobromina e a teofilina aumentam o fluxo
sanguineo renal e a filtracdo glomerular, demonstrando a atividade diurética dessas
(SIMOES et al., 2004).

O conhecimento do conteudo desses diferentes componentes quimicos, sua
correlaco com a analise sensorial, os beneficios a saude humana e o
comportamento de acordo com diferentes processamentos sdo de fundamental

importancia para o desenvolvimento de novos mercados.

2.2.2 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos sao biossintetizados nas plantas por meio de diferentes
rotas, razdo pela qual constituem um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico. As duas rotas metabdlicas basicas sédo: a rota do 4cido maldnico e a do
acido chiquimico, sendo esta ultima participante na biossintese da maioria dos
fendis vegetais (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Geralmente, a estrutura compreende um anel aromético, com uma ou mais
hidroxilas substituintes, variando desde moléculas fendlicas simples até compostos
altamente polimerizados. A maioria dos compostos fendlicos ocorre complexado a
carboidratos (mono e polissacarideos), proteinas e outros componentes vegetais
(ROBBINS, 2003), resultando em uma grande variedade de compostos fendlicos na

natureza, os quais sdo categorizados em classes, sendo os &cidos fendlicos, os
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flavondides e os taninos considerados como 0s principais compostos fendlicos da
dieta (BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN, 2006).

O grupo de maior ocorréncia dos fendlicos sédo os flavonéides, comumente
encontrados em vegetais como legumes, cereais e frutas e seus produtos correlatos
como a cha, cidra, 6leo e vinho (MAIANI et al., 1997). Possuem o esqueleto
difenilpropano (Cs-C3-Cs) como estrutura comum, que consiste de dois anéis

aromaticos (A e B) unidos por um anel heterociclico oxigenado (C) (Figura 2).

FIGURA 2 - ESTRUTURA GENERICA DOS FLAVONOIDES
FONTE: BALASUNDRAM; SUNDRAM; SAMMAN (2006)

Os flavonoides apresentam diversidades estruturais, sendo subdivididos em
classes (Figura 3) principalmente de acordo com o grau de insaturacdo e oxidacéo
do anel C, que incluem flavandis, flavanonas, antocianidinas, flavonas, isoflavonas e
flavondis (RICE-EVANS, 1996; ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997; AHERNE;
O’BRIEN, 2002).

o o o

Flavanona Flavanol Flavona

Flavonol Antocianidina Isoflavona

FIGURA 3 - ESTRUTURA GENERICA DAS PRINCIPAIS CLASSES DOS FLAVONOIDES
FONTE: SHAHIDI; NACZK (2004)
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Os flavonois sao diferenciados dos demais flavondides pela presenca do
grupo hidroxilico (na posicao 3) e do grupo carbonilico (na posi¢éo 4), apresentando
uma dupla ligacdo entre os carbonos do anel C.

Os flavonois ocorrem em alimentos geralmente como O-glicosidios, no qual
um ou mais dos grupos hidroxila do flavondide se ligam com mono, di ou
trissacarideos. O aclcar mais comumente encontrado é a glicose, seguido da
galactose, ramnose, xilose e arabinose. A glicosilacdo tem um efeito na solubilizacao
do flavondide em agua, permitindo armazenamento no vacuolo celular, onde sé&o
comumente encontrados (ROBARDS; ANTOLOVICH, 1997). Na erva-mate esta
presente o flavonol glicosidico rutina (Figura 4), que é constituido pela quercetina
associada a um dissacarideo (6-O-a-L-ramnose-D-glucose).
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FIGURA 4 - ESTRUTURA QUIMICA DA RUTINA
FONTE: RIZZO et al. (2006)

Além dos flavondides, a erva-mate contém &cidos hidroxicindmicos. Dentro
desse grupo classificam-se os acidos clorogénicos (CGA), que sao uma familia de
ésteres formados entre o acido quinico e um ou mais residuos de alguns acidos
trans-cinamicos, sendo 0s mais comuns 0 p-cumarico, o ferdlico e o caféico
(CLIFFORD, 2007). O acido 5-cafeoilquinico € um dos CGA presente na erva-mate
(Figura 5), formado pela esterificagdo do &cido quinico com o &cido caféico
(CLIFFORD, 1985).

0
D—E‘-CH= CH OH
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FIGURA 5 - ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO 5-CAFEOILQUINICO
FONTE: DE MARIA et al. (1998)
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De acordo com a literatura, os teores analisados por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em base seca de rutina, acido caféico e acido 5-cafeoilquinico
encontrados na erva-mate variam de 0, 60 a 13,00 mg g*; 0,14a 0,55 mg g~ e 5,70
a 28,00 mg g}, respectivamente (CLIFFORD, 1990; FILIP et al., 2001; BORTOLUZZI
et al., 2006; LOPEZ et al., 2006; CARDOSO JUNIOR et al., 2007). Além desses,
outros acidos cafeoilquinicos estdo presentes na erva-mate, como o 3 e 4-
cafeoilquinico e os isébmeros 3,4; 3,5 e 4,5-dicafeoilquinicos, com conteudo variando
de 2,7 a 23,2 mg g*; 2,90 a 9,00 mg g*; 1,00 a 8,55 mg g*; 1,7 2 30,40 mg g™ e
2,10 a 28,90 mg g, respectivamente (CLIFFORD, 1990; FILIP et al., 2001). O
contetdo desses compostos na erva-mate € fator importante para estimular o apelo
ao consumo do produto sendo que os estudos mostram que existem variacdes nos
teores para um mesmo componente, que podem ocorrer em funcdo da localidade e
modo de cultivo (DA CROCE, 2002) ou processamento empregado na
industrializagdo (ZANOELO; CARDOSO FILHO; CARDOSO JUNIOR, 2006).

Diferentes métodos analiticos sdo empregados para a extracdo dos
compostos fendlicos em erva-mate, podendo ser por infusdo aquosa (FILIP et al.,
2001), hidrolise &cida (BASTOS et al., 2006), maceragdo da amostra (CARDOSO
JUNIOR et al., 2007) seguida de ebulicido sob refluxo (CLIFORD, 1990; RIBANI,
2006) com solucdo hidroalcodlica.

A CLAE tem sido a metodologia mais empregada na analise de compostos
fendlicos em erva-mate, utilizando principalmente gradiente da fase moével para
separacao de diferentes classes dos componentes (FILIP et al., 2001; HOFFMANN-
RIBANI; RODRIGUEZ-AMAYA, 2006; MENINI et al, 2007) devido a
heterogeneidade nas suas caracteristicas quimicas. Entretanto, como muitos
laboratorios de instituicoes disponibilizam sistemas de CLAE equipados apenas com
bomba simples de menor custo, entdo, outra possibilidade seria a utilizacdo da
CLAE empregando eluicdo isocratica, mantendo constante o fluxo da fase movel na
coluna, sistema de facil operacédo e com boa reproducéo entre diferentes marcas de
eguipamentos.

Apesar da importancia da erva-mate e do avan¢o no conhecimento sobre os
aspectos da producdo agricola e da composicdo quimica, ndo se tem bem
estabelecido os fatores que interferem nos compostos fendlicos rutina, AC e 5-CQA
e na atividade biolégica da erva-mate (CARDOSO JUNIOR, 2006). O estudo desses

fatores poderia estabelecer condigbes de processo para manutencdo dos compostos
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bioativos na erva-mate e influenciar a cadeia produtiva com repercussoées favoraveis

para toda cadeia.
2.2.3 Metilxantinas

As metilxantinas (Figura 6) sdo metabdlitos secundarios, derivados do
nucleotideo purina e conhecidos como alcaldides purinicos. A mais abundante na
natureza € a cafeina (1,3,7 trimetilxantina), seguida pela treobomina (3,7
dimetilxantina). A teofilina (1,3 dimetilxantina) e outros compostos se encontram em
pequenas quantidades, podendo ser intermediarios da biossintese e/ou catabolismo
da cafeina (ASHIHARA; SUZUKI, 2004).
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FIGURA 6 - ESTRUTURA QUIMICA DAS METILXANTINAS
FONTE: SALDANA et al. (1999)

Muitos estudos modernos em relacdo a biossintese da cafeina iniciaram na
década de 1970. A rota original proposta por Suzuki e Takahashi (1975) foi
confirmada por Ashihara et al. (1996). A principal rota que ocorre em plantas
superiores tem como precursor a xantosina, um nucleosideo purinico produzido pela
degradacdo dos nucleotideos adenina e guanina livres (ASHIHARA, 1993;
KOSHIISHI, 2001). A rota de sintese (Figura 7) da cafeina é regulada pelas enzimas
N-metiltransferases, principalmente pelas 7-Metilxantosina sintetase e cafeina
sintetase ou em alguns casos pela teobromina sintetase. A cafeina é sintetizada nos
tecidos jovens e a cafeina sintetase encontra-se nos cloroplastos das folhas em
desenvolvimento (ASHIHARA, 1993; KOSHIISHI, 2001) sendo armazenada no
vacuolo celular na forma de complexos com os CGA (BAUMANN; ROHING, 1989;
MOSLI WALDHAUSER; BAUMANN, 1996).
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FIGURA 7 — PRINCIPAIS VIAS DA BIOSSINTESE DA CAFEINA EM PLANTAS

NOTA: Enzimas: (1) 7-metilxantosina sintase (xantosina N-metiltransferase), (2) N-metilxantina
nucleosidase, (3) teobromina sintetase (7-metilxantina N-metiltransferase) e/ou cafeina sintetase (7-
metilxantina e teobromina N-metiltransferase), (4) cafeina sintetase (7-metilxantina e teobromina N-
metiltransferase).

FONTE: ASHIHARA; SUZUKI, 2004

Esses compostos organicos nitrogenados estdo presentes no cacau
(SENANAYAKE; WIJESEKERA, 1971), chas (FUJIMORI; ASHIHARA, 1990), café
(FUJIMORI; ASHIHARA, 1994), guarand (WECKERLE; STUTZ; BAUMANN, 2003),
além da erva-mate (MAZZAFERA, 1994). Na erva-mate tém sido determinados altos
conteudos de cafeina e teobromina, enquanto que a presenca de teofilina na maioria
dos trabalhos nédo é detectada.

De acordo com a literatura, os teores analisados por CLAE em base seca de
cafeina, teobromina e teofilina encontrados na erva-mate variam, respectivamente,
de 0,20a 21,46 mg g*; 0,47 a 8,80 mg gt e 0,05 a 0,21 mg g* (CLIFFORD, 1990;
MAZZAFERA, 1994; COELHO et al.,, 2007), sendo observado a ocorréncia de
grande variacdo no conteudo desses compostos, 0s quais dependem de uma seérie
de fatores como o0s aspectos genéticos (REGINATO et al., 1999), método e
condi¢bes de cultivo (DA CROCE, 2002), idade da planta (MAZZAFERA, 1994),
época de colheita (DA CROCE, 2002), tipo de processamento (ESMELINDRO, et al.,
2002; SANTOS, 2004) e metodologia de analise (GNOATTO et al., 2007; DUTRA;
HOFFMANN-RIBANI, 2007).

O tipo de preparo da erva-mate vai depender da natureza do método
analitico envolvido, sendo muitas vezes necessario uma preparacao prévia, a fim de
conseguir uma extracdo eficiente do componente em estudo (CECCHI, 2003). Em

relacdo aos alcalbdides purinicos, estes requerem um tratamento especifico para
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extrai-los eficientemente da matriz. Sao utilizadas diferentes metodologias como:
infusdo aquosa (BORTOLUZZI et al., 2006), extragdo com Oxido de magnésio
(MAZZAFERA, 1994; SANTOS, 2004), acido sulfarico seguido de solventes
organicos (REGINATTO et al.,, 1999) por decoccdo e extragdo com solventes
organicos (COELHO et al., 2007) ou extragao por Soxhlet (BALTASSAT; DARBOUR,;
FERRY, 1984).

Dutra e Hoffmann-Ribani (2007), em trabalho com amostras de erva-mate,
verificaram que a extracdo acida por decoccédo € mais eficiente para liberacdo da
cafeina e teobromina de sua forma complexada com os CGA, quando comparada a
extragdo pelo oOxido de magnésio. O resultado encontrado é semelhante ao
observado por Gnoatto et al. (2007), que verificaram a influéncia dos métodos de
extracdo nos teores das metilxantinas em amostras de erva-mate, variando
diferentes etapas como alcalinizacdo prévia, processo extrativo por Soxhlet ou
decoccao, acidificacdo e utilizacdo de solvente isopropanol ou agua para extracédo
final com cloroférmio.

A determinacdo por CLAE para determinacdo das metilxantinas €
largamente empregada, podendo ser por eluicdo isocratica (REGINATO, 1999;
ATHAYDE; COELHO; SCHENKEL, 2000) ou por gradiente da fase movel
(BORTOLUZZI et al., 2006, CARDOSO JUNIOR et al., 2007).

S&o0 necessarios cuidados na adocdo da cafeina como parametro para
controle de qualidade da erva-mate para chimarrdo, devido a grande variacdo nao
apenas nos seus teores, mas também no conteddo de teobromina. Segundo a
ANVISA, Portaria n°234 (BRASIL, 1998), o teor da c afeina era um dos parametros
utilizados como referéncia para qualidade em erva-mate, entretanto esse ndo é mais
monitorado (BRASIL, 2005).

2.3 PROCESSAMENTO DA ERVA-MATE

O processamento industrial da erva-mate compreende basicamente as
seguintes etapas: colheita, inativacdo enzimatica (sapeco), secagem, cancheamento

(moagem), estacionamento e elaboracéo final (LOPEZ et al., 2006).
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A inativacdo enzimética tem por finalidade a inativacdo das polifenoloxidases
que promovem alteracdo da cor, sabor e aroma das folhas verdes, além da reducéo
da umidade (VALDUGA, 1995), pois essa etapa consiste no contato rapido, em torno
de 2 segundos, dos ramos e folhas da erva-mate com as chamas do fogo. O calor
rompe as vesiculas de agua existentes no material vegetal perdendo em média 25%
de umidade. O tratamento térmico € realizado em cilindro metéalico rotativo, a
temperaturas entre 400 - 600C, podendo chegar a 12 0T na superficie das folhas
(PARANA, 2000; VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003).

Apés a inativacdo enzimética € efetuada a desidratacdo da massa foliar, pois
0 excesso de agua pode ocasionar deterioracdo microbioldgica e a degradacao
enzimatica dos constituintes nutricionais e quimicos da erva-mate (PARANA, 2000).
O material entra no secador com umidade média de 25% e a secagem € empregada
até que o material fique crespo e quebradico, saindo com aproximadamente 5% de
umidade (VALDUGA, 1995; VALDUGA; FINZER; MOSELE, 2003).

Existem dois tipos de secadores mecanicos: rotativo e de esteira. No
secador de esteira, o tempo médio é de 3 horas e a temperatura varia entre 90 e
110<C. No secador rotativo, o produto permanece em contato direto com a fumaca
por aproximadamente 30 minutos. No entanto, na entrada do secador, a temperatura
média é de 350 € e na saida 110 C, apresentando u ma uniformidade menor na
temperatura do processo (ESMELINDRO et al., 2002).

Portanto, as variaveis como a temperatura e o fluxo de ar influenciam
diretamente no tempo da secagem, além do tratamento térmico contribuir para a
melhoria das caracteristicas organolépticas, fixacdo do aroma e sabor da erva-mate
(PARANA, 2000).

Posteriormente, a massa foliar seca € submetida a um equipamento
denominado *“cancheador”, sofrendo fragmentacdo e reducdo no tamanho das
particulas vegetais, originando a erva-mate cancheada. Esse processo visa a
reducdo de volume do material e 0 aumento da superficie exposta, possibilitando
sua interacdo com a atmosfera levando ao sabor requerido pelo consumidor durante
a fase de estacionamento das folhas cancheadas (PRAT KRICUN, 1994).

Quando o objetivo é a producgéo de chas, a folha cancheada como matéria-
prima deve ser utilizada imediatamente. Contudo, se o uso for para chimarrdo, a
folha deve passar pelo processo de armazenagem ou estacionamento, fundamental

para a formacdo do sabor (CONTRERAS, 2007), visando principalmente melhorar a
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formacdo de componentes aromaticos, ativados desde a fase da inativagdo
enzimética (BERTONI et al., 1992). O estacionamento pode ser realizado utilizando-
se dois métodos: natural e acelerado. No primeiro, a erva-mate cancheada é
armazenada, ensacada ou a granel, em depdsitos por tempos que variam entre 6
meses a 2 anos, que em geral ndo estdo submetidos a nenhum controle ambiental,
salvo a esporadica abertura em dias ensolarados e secos com o0 propdsito de
ventila-los.

De acordo com Andrade (1999), o mercado consumidor brasileiro prefere a
erva-mate de coloracdo verde, tipica do produto ndo estacionado. JA o mercado
externo, busca produtos de coloragdo amarela, caracteristica do produto
estacionado por maior periodo de tempo, 0 que se constitui em maior custo para as
indastrias (MAZZA; SCHMALKO, 2006).

Nesse sentido, com o objetivo de reduzir o tempo de estacionamento e 0s
custos decorrentes, foram desenvolvidas as camaras de estacionamento, onde a
erva-mate € mantida em camaras por periodos que variam de 30 a 60 dias, com
temperatura (60-65 C) e umidade relativa (50%-60%) controladas (DE BERNARDI;
PRAT KRICUN, 2001).

Na ultima etapa tem-se a elaboracdo final do produto, que consiste no
beneficiamento e a embalagem da erva-mate. No beneficiamento, € realizado o
soque para atingir a granulometria desejada, separacdo do material inerte e de
pequenas impurezas. De acordo com a granulometria desejada pelas empresas, é
feita a mistura dos palitos e folhas para confeccéo do blend. Apos o beneficiamento

da erva-mate, a mesma segue para ser embalada e comercializada.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRAS

A erva-mate utilizada no estudo foi fornecida pela Ervateira Baldo S. A.
Comeércio, Industria e Exportacdo da Unidade de Sdo Mateus do Sul, Parana.
Conforme explica a Figura 8, seis amostras de erva-mate cancheadas de diferentes
produtores no estado do Parana. Trés da regido de S&o Mateus do Sul, uma do
municipio de Cruz Machado e outra de Boa Ventura do Sdo Roque. As amostras
foram selecionadas aleatoriamente, divididas em dois lotes, acondicionados em
sacos de polipropileno de + 45 kg (gramatura 0,062 g m?) e posteriormente
submetidos aos processos de estacionamento, natural e acelerado.

Erva-mate cancheada
(6 amostras)

Retirada de amostras
para analise

Separacéo das amostras para 0s sistemas
de estacionamento

Estacionamento natural A Estacionamento acelerado
(6 amostras) (6 amostras)
Coleta de amostras dos Coleta de amostra dos
lotes a cada 30 dias lotes a cada 10 dias
| Andlise das amostras | | Andlise das amostras |
fendlicos e fendlicos e
metilxantinas metilxantinas
b @ d
Analise cromatografica | Analise cromatografica

FIGURA 8 - FLUXOGRAMA DO PROCEDIMENTO ADOTADO NO ESTUDO DA INFLUENCIA DOS
SISTEMAS DE ESTACIONAMENTO DE ERVA-MATE NO TEOR DOS COMPOSTOS
FENOLICOS E DAS METILXANTINAS
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As amostras permaneceram estacionadas na referida empresa, de onde
foram coletadas periodicamente para analise.

No estacionamento acelerado (EA), amostras de erva-mate ficaram
armazenadas em camaras (Figura 9), sob condi¢cdes controladas, com umidade
relativa variando entre 31,4% — 34,5% e temperatura de 48,9 a 51,4 T por um
periodo de 60 dias. Durante esse periodo foram coletados 5 kg de cada amostra no
tempo inicial (zero) e com frequéncia de dez dias para analise das mesmas.

As médias de temperatura e umidade relativa referentes aos sistemas de
estacionamento acelerado e natural estdo apresentadas nos Apéndices 1 e 2,

respectivamente.

FIGURA 9 - PARTE INTERNA DA CAMARA DE MATURA(;AO DE ERVA-MATE
FONTE: A autora

As amostras de erva-mate cancheada submetidas ao estacionamento
natural (EN) foram acondicionadas em galpdo construido em alvenaria sob
condicdes de temperatura e umidade ambiente (Figura 10). O armazenamento foi
realizado por um periodo de seis meses, sendo retirados 5 kg de cada amostra no

tempo inicial (zero) e apds numa frequéncia de trinta dias para anélise.
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FIGURA 10 - ESTRUTURA DO GALPAO DE MATURACAO DE ERVA-MATE
FONTE: A autora

3.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Antes de cada analise, as amostras coletadas foram homogeneizadas e
reduzidas por quarteamento. As sub-amostras retiradas, 100 g em média, foram
trituradas utilizando um moinho de bancada da IKA, modelo All basic,
acondicionadas em sacos de polipropileno e armazenadas em freezer (£ - 8 C) até

0 momento da analise.

3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

3.3.1 Reagentes

Os padrdes de Ru, AC e 5-CQA foram adquiridos da Sigma Chemicals Co.®
(St. Louis, EUA). O metanol grau cromatogréafico e o &cido acético de grau analitico
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se um sistema Milli-Q da

Millipore (Bedford, USA) para purificar a agua utilizada no preparo das solucbes
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padrdo e fase mével. Foi utilizada membrana filtrante com poros de 0,45 um da
Millipore.

3.3.2 Preparo dos extratos dos compostos fendlicos

A extracdo dos compostos da erva-mate foi realizada de acordo com Ribani
(2006), adaptada conforme segue. Maceraram-se 2 g de erva-mate com 100 mL de
solucdo agua:etanol 1:1 (v/v) deixando overnight a temperatura ambiente. Seguiu-se
com trés extragcdes com 25 mL da solucdo hidro-etandlica a 50% sob refluxo por 30
minutos. Recolheu-se todos o0s extratos em baldo volumétrico de 250 mL
completando-se o volume. Cada hidrolisado foi filtrado em filtro de membrana
filtrante com poros de 0,45 um da Millipore antes da analise cromatografica.

3.3.3 Preparo dos padrdes rutina, acido caféico e acido 5-cafeoilquinico

Solucbes estoque dos padrdoes foram preparadas pela diluicdo de cada
composto fendlico em metanol com concentracbes de aproximadamente 1000 ug

mL™, 2000 pug mL™ e 1000 pg mL?, para AC , 5-CQA e Ru, respectivamente.

3.3.4 Estabelecimento das condi¢cbes cromatograficas para andlise dos compostos

fendlicos

Para definir a condicdo cromatografica para separacdo dos compostos
fendlicos, utilizou-se uma solugdo contendo a mistura de padrées de trabalho com
RU, AC e 5-CQA. Primeiramente, empregou-se o cromatégrafo a liquido da
Shimadzu, controlado pelo Software Class-VP, equipado com injetor manual
Rheodyne, com volume de injecdo de 20 pL, bomba (LC-10AD) e detector UV-Vis
(SPD-10A) operando em 325 nm e 370 nm. A andlise foi conduzida utilizando-se



uma coluna Nova Pak® C-18 (3,9 X 150 mm, 4 pm) da Waters com vaz&o de 1 mL
min™.

Testaram-se diferentes proporcdes de fase movel aquosa com metanol
contendo 0,5% de acido acético até estabelecer a melhor separacao que foi utilizada
como base para definir a separacdo para a erva-mate, com e sem adicao de
padrdes. Apos definir a melhor condigdo cromatogréafica, o procedimento foi repetido
utilizando outro sistema de cromatografia liquida, equipado com detector com
arranjo de diodos, apresentando o mesmo resultado em relacdo as condi¢cdes
cromatograficas previamente estabelecidas.

O trabalho foi conduzido em cromatégrafo a liquido Merck Hitachi LaChrom,
equipado com injetor automatico L-7250. O sistema de deteccéao utilizado foi UV-vis
L-7455 com varredura espectral de 200 a 500 nm, monitorado em 325 nm para
deteccdo do AC e 5-CQA e 370 nm para a Ru. A analise foi desenvolvida utilizando-
se uma coluna Bondclone® C-18 10 um (3,9 x 300 mm) da Phenomenex, com
volume de injecdo de 10 pL e como fase movel metanol e agua, acidificados com
0,5% de acido acético. A temperatura da coluna foi mantida a 30 C durante o
periodo da andlise e a vazdo da fase moével foi mantida constante a 1 mL min™. O
Software Merck HSM, versao 4.1, foi utilizado para o tratamento dos dados.

A quantificacdo dos extratos das amostras foi realizada por padronizacao

externa e as determinacdes de cada amostra conduzidas em duplicata.

3.3.5 Validacdo do método de CLAE isocratica para compostos fendlicos em

amostras de erva-mate

A seletividade foi avaliada pela comparagdo dos tempos de retencdo dos
picos obtidos na separacao frente aos dos padrdes e dos espectros no inicio, meio e
fim de cada pico, com o dos respectivos padroes em um banco de dados, utilizando-
se isto como uma indicagéo da presenga do composto puro.

A linearidade do método por cromatografia foi verificada para Ru, AC e 5-
CQA na faixa de 0,4 a 5,0 pg mL™; 10,6 a 170,1 pg mL™ e 20,9 a 628,7 pg mL™,

respectivamente. As curvas analiticas foram construidas pela injecdo em triplicata
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das solucbes padrdes de trabalho em cinco concentracdes diferentes, baseadas nas
faixas esperadas dos seus teores na erva-mate.

Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foram definidos pelos
parametros das curvas analiticas, calculados como a minima concentracao
correspondente a 3,3 x (SD/S) e 10 x (SD/S), sendo SD o erro do coeficiente linear e
S ainclinagdo da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

Para verificar a precisdo do método, valores de seis repeticdes da mesma
amostra foram analisados quanto a sua repetibilidade, e expressa através do
coeficiente de variacéo (CV) (BRASIL, 2003).

A avaliacdo da exatiddo do método foi realizada segundo o processo de
fortificacdo com padrdes e o numero de ensaios conforme recomendacdo da
ANVISA (BRASIL, 2003). A exatidao foi verificada em triplicata para trés niveis de
concentracdo dos padrOes. Prepararam-se nove repeticdes de 2,0 g da mesma
amostra de erva-mate, conforme descrito no item 3.3.2, adicionadas dos padroes
antes da extracdo. Foi adicionado em cada nivel 250,0 pL; 500,0 pL e 1000,0uL da
solucéo padréo de 1886,0 ug/mL do 5-CQA. A partir da solucéo padrédo do AC com
20,5 pg/mL, foi adicionada a cada nivel 105,0 pL; 210,0 uL e 1000,0 pL. Para a Ru
foi adicionado 200,0 pL; 400,0 pL e 1000,0 pL da solugéo estoque de 1063,0 pg/mL.
Assim as quantidades de cada padrdo adicionadas em cada nivel foram,
respectivamente, de 472,0; 943,0 e 1886,0 ug para 5-CQA; 2,2; 4,3 e 20,5 ug para
AC e 212,6; 425,0 e 1063,0 ug para Ru.

3.4 METILXANTINAS

3.4.1 Reagentes

Os padrdes de cafeina, teobromina e teofilina foram adquiridos da Sigma
Chemicals Co.® (St. Louis, EUA). O metanol grau cromatogréfico e o &cido sulfarico
foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Utilizou-se um sistema Milli-Q da

Millipore (Bedford, USA) para purificar a agua utilizada no preparo das solucdes
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padrdo e fase mével. Foi utilizada membrana filtrante com poros de 0,45 um da
Millipore.

3.4.2 Preparacéo dos extratos das metilxantinas

A extracao foi obtida conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (BRASIL,
2005), adaptada conforme segue. Amostras de 2 g de erva mate foram pesadas em
copos de Becker (100 mL), adicionou-se 4,0 mL de acido sulfarico, homogeneizou-
se e manteve-se em banho-maria por 15 minutos. Posteriormente, adicionou-se 50
mL de &agua quente, mantendo-se em banho-maria por mais 15 minutos com
subsequente filtracdo em papel filtro qualitativo. Apds resfriamento até a temperatura
ambiente, os extratos foram neutralizados com hidroxido de sodio a 40%,
transferidos para um baldo volumétrico de 250 mL e o volume completado com agua
destilada (BRASIL, 2005). Cada extrato foi filtrado em filtro de membrana filtrante

com poros de 0,45 um da Millipore antes da andlise cromatografica.

3.4.3 Preparo dos padrdes cafeina, teobromina e teofilina

Solugbes estoque dos padrdoes foram preparadas pela diluicdo de cada
metilxantina em solucdo aguosa com metanol 50:50 (v/v) com concentracdes de
aproximadamente 50 pg mL?, 50 pg mL™, 1200 pg mL™ para teofilina, teobromina e

cafeina, respectivamente.

3.4.4 Andlise por CLAE de metilxantinas em amostras de erva-mate

Empregou-se um cromatégrafo a liquido da Shimadzu, controlado pelo
Software Class-VP, equipado com injetor manual Rheodyne, com volume de injecéo
de 20 pL, bomba (LC-10AD) e detector UV-Vis (SPD-10A) operando em 272 nm e
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254 nm. A andlise foi conduzida utilizando-se uma coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9
X150 mm, 4 um) da Phenomenex.

A condicdo cromatografica seguida foi conforme Reginatto (1999), com
modificacdo. Utilizou-se como fase moével metanol-agua (25:75, v/v) e um fluxo de
1,0 mL min™.

A quantificacdo dos extratos das amostras foi realizada por padronizacao
externa e as determinacdes de cada amostra conduzidas em duplicata.

A linearidade do método por cromatografia foi verificada para teobromina,
teofilina e cafefna na faixa de 1,6 a 480,1 pg mL™. As curvas analiticas foram
construidas pela injecdo em triplicata das solucdes padrées de trabalho em cinco
concentracOes diferentes, baseadas nas faixas esperadas dos seus teores na erva-
mate.

Os LD foram definidos pelo parametro da curva analitica, calculados como a
minima concentragdo 3,3 x (SD/S), sendo SD o erro do coeficiente linear e S a
inclinacdo da curva analitica (SHABIR, 2003).

Avaliou-se a seletividade pela comparacdo dos tempos de retencdo dos
picos obtidos na separacdo frente aos dos padrbes, e pela comparacdo dos
espectros com o dos respectivos padroes em um banco de dados. Para isso,
utilizou-se um cromatégrafo a liquido Merck Hitachi LaChrom. O sistema de
deteccdo utilizado foi UV-vis L-7455 com varredura espectral de 200 a 500 nm,
monitorado em 254 nm e 272 nm para deteccdo da teobromina, teofilina e da
cafeina. A analise foi desenvolvida utilizando-se as mesmas coluna e constituicdo da
fase movel utilizadas para a determinacdo dos compostos nas amostras de erva-

mate.

3.5 DETERMINACAO DA UMIDADE

Paralelamente as andlises cromatograficas, conduziu-se a determinacao da
umidade em cada uma das amostras coletadas. A metodologia adotada foi conforme
Brasil (2005), que consistiu na secagem direta em estufa a 105 €T até peso

constante.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a anélise de variancia e comparados pelo teste

de Tukey. O programa utilizado para analise estatistica foi o Statistix 8.0 (2003).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 UMIDADE

O teor de umidade média nas seis amostras de erva-mate analisadas para
cada estacionamento estdo apresentados na Tabela 1. Observa-se que ocorreu
diferenca significativa nos teores de umidade durante os estacionamentos. Em
funcdo desse resultado, o conteudo dos compostos analisados foi calculado em

base seca.

TABELA 1 - TEOR DE UMIDADE EM ERVA-MATE ARMAZENADA POR DIFERENTES TEMPOS (TO
A T180) NOS SISTEMAS ACELERADO E NATURAL

Umidade (%)

Estacionamento —5———15""970" 730 T40 T50 T60 T90 T120 T150 T180

Acelerado 93a 72b 94a 89a 92a 79b 8,0b * * * *
Natural 9.3b * * 10,7a * * 89b 88b 10,1a 89b 106a

NOTA: Médias seguidas por letras iguais, na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade; * = ndo ocorreu coleta de amostras nesses tempos; T = Tempo (dias).

4.2 COMPOSTOS FENOLICOS

4.2.1 Validacédo do método cromatografico

A separacdo do extrato de erva-mate, com e sem adicdo de padrdes, foi
conduzida sob a melhor condi¢cdo obtida para mistura dos padrbes, em sistema de
cromatografia a liquido da Shimadzu.

A propor¢cdo da fase movel aplicada variou de 15:85 (metanol:dgua) até
42:58 (metanol:adgua), sempre com 0,5% de acido acético. Observou-se que na
propor¢cdo de metanol menor que 30%, a rutina ficou retida na coluna. Para a
proporcdo de até 34% de metanol a separacdo do acido caféico e 5-CQA foi
eficiente, entretanto, nessas condigbes, na analise da amostra, o pico da Ru

apresentou-se sobreposto a um outro componente da erva-mate. A separagdo do
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AC, 5-CQA e Ru na amostra foi otimizada utilizando-se fase mdével metanol e agua
(35:65, v/v) acidificados com 0,5% de acido acético.

A separacdo do extrato de erva-mate, com e sem adicdo de padrdes, foi
entdo reproduzida em cromatégrafo a liquido da Merck Hitachi LaChrom, utilizando-
se uma coluna Bondclone® C-18 (3,9 X 300 mm, 10 um) da Phenomenex, sob a
melhor condi¢do conseguida para o sistema da Shimadzu.

Por meio da comparacdo dos tempos de retencédo e espectros dos picos
obtidos na separacédo com os correspondentes tempos de retencédo e espectros dos
padrées, confirmou-se a separagao eficiente do flavonol Ru, e dos derivados
hidroxicinamicos, 5-CQA e AC, dos demais componentes presentes na erva-mate

estudada (Figura 11), comprovando a seletividade da separacéo (Apéndice 4).

5-CQA

UA

RUTINA

ACIDO CAFEICO

250 30 3 40 450 50 < o2
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

25 | 300 | 30 400 | 450 500
COMPRIMENTO DE ONDA (nm)

,O30 = zDC?MPR\MSZ?\ITO D;OC?NDA (:-il)) SOD
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FIGURA 11 - CROMATOGRAMA DA AMOSTRA DE ERVA-MATE ADICIONADA DOS PADROES
DOS COMPOSTOS FENOLICOS E RESPECTIVOS ESPECTROS (250 A 500 nm)
OBTIDOS COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS.

NOTA: Condi¢des da andlise cromatogréfica: coluna Bondclone® C-18 (3,9 X 300 mm, 10 um) da

Phenomenex, utilizando como fase mdével agua e metanol (65:35, v/v) acidificado com 0,5% de &cido

acético e vazdo constante de 1,0 mL min-1, deteccdo a 370 nm.

Em relacdo a linearidade do método, as curvas analiticas apresentaram-se
lineares nas faixas de concentra¢gfes estudadas (Apéndice 5), com coeficientes de
determinacao de 0,9990 a 0,9997 (Tabela 2).
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TABELA 2 - CARACTERISTICAS DAS CURVAS-PADRAO DO ACIDO CAFEICO, 5-CQA E RUTINA

Compostos Faixa de concentracfes Coeficiente de determinacao (r°)
(g mL™)

Rutina 10,63 a 170,08 0,9984

Ac. caféico 0,412 a 5,00 0,9998

5-CQA 20,96 a 628,74 0,9980

Os LD e LQ do método obtidos pelos parametros das curvas analiticas para

a rutina, acido caféico e 5-CQA sao apresentados na Tabela 3.

TABELA 3 - LD e LQ OBTIDOS PELOS PARAMETROS DAS CURVAS ANALITICAS

Compostos LD (mgg ™) LQ (mgg ™)
Rutina 0,29 0,88
Ac. caféico 0,01 0,03
5-CQA 0,30 0,90

A exatiddo do meétodo foi demonstrada pela média dos valores obtidos na
recuperacdo de 95,6%; 97,3% e 95,7%, respectivamente, para Ru, AC e 5-CQA. A
precisdo (repetitividade) foi demonstrada pelos coeficientes de variagdo das
determinacdes das amostras de erva-mate (Tabela 4).

TABELA 4 - COMPOSTOS FENOLICOS EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE

Amostras Rutina Ac. caféico 5-CQA
(n=6) (mgg™ (mgg™ (mgg™
X 9,00 0,17 34,10
S 0,20 0,01 0,60
CV (%) 2,07 2,96 1,79

NOTA: X = teor médio das amostras de erva-mate; S = desvio padrdo das amostras de erva-mate.

4.2.2 Compostos fendlicos em erva-mate

As seis amostras quando analisadas por localidade de cultivo apresentaram
variacfes significativas para as meédias nos teores dos compostos ao longo dos
estacionamentos, porém sem uma tendéncia definida para a variacdo por Tukey
conforme Apéndice 6. Como cada amostra foi proveniente de misturas de distintas
progénies e partes da arvore, sob diferente incidéncia solar e solos, considerou-se
que esses fatores, conforme estabelecido por Edreva (2005), para os metabolitos

secundarios de plantas, podem ter influenciado na variacdo dos resultados.
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Quanto ao tipo de estacionamento, de acordo com os resultados da analise
de variancia para Ru, 5-CQA e AC (Tabela 5), obtidos da média geral das seis

amostras, houve influéncia significativa apenas na variavel acido caféico.

TABELA 5 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA AS DETERMINACOES DE ACIDO
CAFEICO (AC), ACIDO 5-CAFEOILQUINICO (5-CQA) E RUTINA (Ru) EM ERVA-MATE
ESTACIONADA

Fonte de variacao Qraus de T Quadrado méd!? T
liberdade AC (mgg") 5-CQA(mgg") Ru(mgg")
Tipo de estacionamento 1 9,633E-04* 0,4272ns 0,0009ns
Erro experimental 10 1,066E-04 1,0241 0,6516
Total 11 - - -
Coeficiente de variagcdo 15,932 9,02 35,69

NOTA: ns — nao significativo; * - significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

O teste de Tukey para comparacdo de médias (Tabela 6) ndo detectou
diferencas significativas entre as médias da determinacéo de 5-CQA e rutina para 0s
tipos de estacionamentos testados. De acordo com De Maria et al. (1998), o
composto 5-CQA apresenta estabilidade quando submetido a 40C por até 60
minutos, perdendo apenas quantidades tracos. Com temperatura de 100<C, ocorre
uma perda de 6% em 5 minutos, chegando a 24% apo6s 60 minutos de exposicao,
diminuindo sua estabilidade com o aumento do tempo e da temperatura. O mesmo
comportamento foi observado por Beninca (2009) que néo observou reducédo deste
componente a 90 C, percebendo alguma alteracdo som ente a partir de 125 <.

Para a variavel AC (Tabela 6), o teor foi maior no estacionamento acelerado
(0,23 mg g*) quando comparado ao estacionamento natural (0,18 mg g™).

TABELA 6 — MEDIAS DOS TEORES DE RUTINA (Ru), ACIDO CAFEICO (AC) E ACIDO 5-
CAFEOILQUINICO (5-CQA) PARA 0OS ESTACIONAMENTOS NATURAL E

ACELERADO?
Tratamentos AC (mg g?) 5-CQA (mg g7) Ru (mgg?)
Estacionamento natural 0,18 +£0,05 b 34,88 +6,39 a 712+2,78 a
Estacionamento acelerado 0,23+0,07 a 36,08 +4,78 a 7,18+2,27 a

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de probabilidade;  Média de seis repeticdes + desvio padrao.

De acordo com a Figura 12, observa-se que o conteudo de AC durante o EA
aumenta significativamente, confirmado pela analise de variancia e demonstrado

pelo teste de Tukey para as médias (Tabela 7).
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FIGURA 12 - CONTEUDO DE ACIDO CAFEICO EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADA
NO ESTACIONAMENTO ACELERADO E NATURAL EM FUNCAO DO TEMPO

TABELA 7 — MEDIAS DOS TEORES DE ACIDO CAFEICO, EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADA A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento acelerado — Acido caféico (mg g™ em base seca)
TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T60
AC 0,14 d 0,16d 019cd 024bc 028ab  032a 0,29 ab

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); *- Média de seis repeticdes + desvio padrao.

Por hidrolise, o AC pode ser liberado dos outros derivados cafeoilquinicos (3
e 4-cafeoilquinico e 3,4; 3,5 e 4,5-dicafeoilquinicos) também presentes na erva-mate
(CLIFFORD, 1990) e que nao foram monitorados neste experimento. Lopez et al.
(2006) observaram uma reducao no teor do 3,5-dicafeoilquinico para amostra de
erva-mate analisada antes e ap0s um estacionamento acelerado.

Os valores obtidos de AC e RU no presente trabalho variaram de 0,09 a 0,38
mg g* e 3,20 a 12,70 mg g* (Apéndices 7 e 8), respectivamente, sendo
concordantes aos relatados pela literatura (Tabela 8), mesmo para amostras
preparadas por infusdo aquosa. A grande variabilidade nos resultados para
amostras pode ser explicada em funcdo da influéncia da variabilidade genética e
localidade de cultivo (CARDOSO JUNIOR, 2006) no actimulo desses compostos,

bem como pela diferenca nas metodologias de analise adotadas.



TABELA 8 — NIVEIS DE ACIDO 5-CAFEOILQUINICO (5-CQA), ACIDO CAFEICO (AC) E RUTINA
(Ru) EM AMOSTRAS PREPARADAS DE ERVA-MATE (mg g™) EM BASE SECA

Referéncia Amostras Preparo das 5-CQA AC Ru
amostras*

Presente trabalho n==6 1 18,50a48,11 0,09a0,38 3,19a12,62
Clifford (1990) n=>5 1 5,70 a 20,20 -
Filip et al. (2001) n=3 2 28,0+ 3,0 0,23+ 0,04 0,60 £ 0,05
Lépez et al. (2006) n=1 2 20,3+0,5 0,35+ 0,02 13,0+£0,3
Ribani (2006) * n==6 1 13a 24,3 - 2,50a7,50
Bortoluzzi et al. (2006)* n=7 2 293a19,18 0,42a0,55 -
Cardoso Junior et al. (2007) n=16 1 7,86 a 9,32 0,14 a 0,20 -
Margues; Farah (2009) n=3 1 17,99 +0,77 0,15 + 0,007 -

NOTA: * base Umida; 1= Extragdo alcoolica; 2= Infusédo aquosa.

O comportamento observado para Ru e 5-CQA durante EA foi semelhante
ao observado por Lopez et al. (2006), que comparando os teores em uma amostra
de erva-mate Argentina, antes e ap0s o0 armazenamento num sistema de EA, néo
constataram diferencas significativas nas concentragcdes desses compostos.

Os valores obtidos para 5-CQA variaram nas amostras de 8,60 a 48,50 mg
g’ (Apéndices 7 e 8 ), sendo a média geral 34,90 (+ 6,4) e 36,10 (+ 4,8) mg g7,
respectivamente, para erva-mate estacionada nos sistemas natural e acelerado,

superior aos valores reportados na literatura (Tabela 8).

4.3 METILXANTINAS

4.3.1 Parametros validados para o método cromatogréafico

Para validar a seletividade, foi realizada uma corrida cromatografica nas
mesmas condicfes de analise conforme descrito em 3.4.4 em um sistema a liquido
da Merck Hitachi LaChrom, utilizando-se uma coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X
150 mm, 4 pm) da Phenomenex, e sistema de deteccdo UV-VIS L-7455 com
varredura espectral de 200 a 400 nm, monitorado em 272 nm. Por meio da
comparacao tempos de retencdo dos picos obtidos na separacdo frente aos dos
padrées e dos espectros obtidos na separacdo com 0s espectros dos padroes,
confirmou-se a separacdo eficiente das metilxantinas, teobromina, teofilina e

cafeina, dos demais componentes presentes na erva-mate estudada (Figura 13).
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FIGURA 13 - CROMATOGRAMA A) PADROES: TEOBROMINA, TEOFILINA E CAFEINA E
RESPECTIVOS ESPECTROS (250 A 400 nm) OBTIDOS COM DETECTOR DE
ARRANJO DE DIODOS; B) AMOSTRA DE ERVA-MATE

NOTA: Condicdes da andlise cromatografica: coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 um) da

Phenomenex, utilizando como fase mdével metanol:agua (25:75, v/v) e vazdo constante de 1,0 mL min

! Detectados em 272 nm.

Em relacdo a linearidade do método, as curvas analiticas apresentaram-se

lineares nas faixas de concentragbes estudadas (Ap
determinacao de 0,9997 a 0,9999 (Tabela 9).

éndice 9), com coeficientes de
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TABELA 9 - CARACTERISTICAS DAS CURVAS ANALITICAS DOS PADROES CAFEINA,
TEOBROMINA E TEOFILINA

Compostos Faixa de concentracées (g mL™) Coeficiente de determinacao (r°)
Cafeina 48,08 a 480,80 0,9997
Teobromina 2,02a 20,16 0,9999
Teofilina 1,56 a 5,20 0,9998

Os LD e LQ do método obtidos pelos parametros das curvas analiticas para
a cafeina, teobromina e teofilina estdo expostos na Tabela 10.

TABELA 10 - LD e LQ OBTIDOS PELO METODO DAS CURVAS ANALITICAS

Compostos LD (mg kg ) LQ (mg kg ™)
Cafeina 323,04 978,90
Teobromina 17,64 53,45
Teofilina 14,06 42,60

4.3.2 Metilxantinas em erva-mate

Os teores de metilxantinas, considerando as seis amostras por localidade de
cultivo, variaram significativamente ao longo dos estacionamentos, quando
analisadas por Tukey conforme Apéndice 10. Esse comportamento provavelmente
ocorreu em funcdo das amostras serem compostas de misturas de distintas
progénies, com plantas de diferentes idades, incidéncia solar e solo variaveis, que
esta de acordo com o observado por Edreva (2005), Mazzafera (1994), Reginatto et
al. (1999), Da Croce (2002) e Cardoso Junior (2006).

N&o foi detectada a presenca de teofilina nas amostras analisadas. Quanto
ao tipo de estacionamento, de acordo com os resultados da analise de variancia
(Tabela 11), obtidos da média geral das seis amostras, ndo houve influéncia
significativa para as variaveis Cf e Tb, confirmado pelo teste de Tukey para
comparacdo de médias (Tabela 12) que estabelece ndo haver diferencas
significativas entre as médias da determinacdo de Cf e Tb para os tipos de

estacionamentos testados (Figura 14).
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TABELA 11 - RESUMO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA AS DETERMINACOES DE CAFEINA E
TEOBROMINA EM ERVA-MATE ESTACIONADA

Quadrado médio

Fonte de variacao Graus de liberdade Cafeina (mg g7) Teabromina (ma g
Tipo de estacionamento 1 0,0686 ns 0,0046 ns
Erro experimental 10 0,5370 ns 0,0464 ns
Total 11
Coeficiente de variagcdo - 31,65% 39,94%

NOTA: ns — ndo significativo; * - significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

TABELA 12 — MEDIA DOS TEORES DE*CAFEiNA E TEOBROMINA PARA O ESTACIONAMENTO
NATURAL E ACELERADO

Tratamentos Cafeina (mg g7) Teobromina (mg g™)
Estacionamento natural 7,56 +2,37 a 1,77 £0,76 a
Estacionamento acelerado 7,08+2,26 a 1,64 £0,60 a

NOTA: Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Tukey no nivel de 5% de probabilidade; - Média de seis repeti¢cdes + desvio padréo.
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FIGURA 14 - CONTEUDO DE CAFEINA E TEOBROMINA EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE
ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO ACELERADO E NATURAL EM FUNCAO
DO TEMPO

Esmelindro (2002) ndo observou alteracdo significativa no conteudo de
cafeina em amostras de erva-mate cancheada armazenada por 21 dias em
condicbes ambientais, de forma semelhante ao resultado encontrado no presente
trabalho, para o EN.
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Em relagdo ao EA, comparando os teores na erva-mate, antes e apos o
periodo de estacionamento, ndo foi constatado diferencas significativas para Cf e
Th. Esse resultado € semelhante ao encontrado por Lopez et al. (2006).

Adicionalmente, sabe-se que a cafeina é armazenada na planta no vacuolo
celular na forma de complexos com os CGA, como o 5-CQA (BAUMANN; ROHING,
1989; MOSLI WALDHAUSER; BAUMANN, 1996). De acordo com os resultados
obtidos, foi possivel observar que os conteudos de Cf e 5-CQA se mantiveram
constantes durante o armazenamento, podendo-se supor que as condi¢cdes em que
as amostras de erva-mate foram submetidas tanto no EN quanto no EA nao sao
eficientes para causar alteragéo desses compostos.

Santos (2004) acompanhou a vida-de-prateleira da erva-mate em diferentes
embalagens. A erva-mate foi mantida nas embalagens em estufa climatica com
temperatura de 25 € e umidade relativa média de 50 %, sendo observado um
aumento s ignificativo no teor de cafeina no final dos 180 dias de armazenamento.
Conforme o préprio autor, esse aumento pode ter ocorrido em funcdo do oxido de
magneésio empregado na extracdo ndo ser eficiente para, no preparo analitico da
amostra, quebrar o complexo entre a cafeina e os CGA, sendo 0 aumento expressao
apenas da fracdo de cafeina descomplexada ao longo do tempo.

Os valores em base seca obtidos de Cf e Tb no presente trabalho variaram
de 2,97 a 11,4 mg g' e, 0,24 a 3,52 mg g* (Apéndice 7 e 8), respectivamente,
estando incluidos na faixa de variagcdo dos dados relatados pela literatura (Tabela

13), mesmo para diferentes procedimentos de preparo das amostras.

TABELA 13 - COMPARAGCAO DOS NIVEIS DE XANTINAS EM AMOSTRAS DE ERVA-MATE
PESQUISADAS POR DIVERSOS AUTORES

Autores Amostras  Preparo das amostras Cafeina Teobromina
(mg g”) (mg g™)

Presente trabalho n=84 Decoccéo/Acidificacao 297al114 0,24 a 3,52
Clifford (1990) n=5 Extracéo alcodlica 8,90a17,30 4,50a8,80
Mazzafera (1994) n=2 MgO 0,60 - 9,15 0,9°- 4,32
Reginatto et al. (1999) n=1 H,SO, e solvente 6,50 1,20
Bortoluzzi et al. (2006) * n=7 Infus@o aquosa 3,80 - 7,63 0,27 - 2,09
Lépez et al. (2006) n=1 Infus@o aquosa 13,60- 13,90 4,60-4,40
Coelho et al. (2007) n=18 Decoccéo e solvente 0,20a21,46 0,47 a8,45
Gnoatto et al., 2007* n==6 Decoccéo/Acidificacdo 7,10 e 7,90 1,60 e 5,10

NOTA: * base Umida.
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A grande variabilidade nos resultados apresentados pelos diferentes estudos
também pode ser considerada como influenciada pelas varidveis, como a idade da
planta (MAZZAFERA, 1994), diferentes variedades (REGINATO et al., 1999),
marcas comerciais (BORTOLUZZI et al., 2006), métodos e condicdes de cultivo (DA
CROCE, 2002), época de colheita (DA CROCE, 2002) e metodologia de analise
(GNOATTO et al., 2007).
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CONCLUSOES

As condi¢cdes cromatograficas estabelecidas para separacdo no modo
isocratico dos compostos fendlicos em erva-mate foram: fase moével agua e
metanol, na proporcéo de 65:35 (v/v), acidificados com 0,5% acido acético, vazéo de
1,0 mL min-1 e coluna cromatogréfica Phenomenex Bondclone® C-18 (3,9 X 300
mm) com particulas de 10 p.

A metodologia isocratica desenvolvida permitiu separar e quantificar
compostos fenodlicos de diferentes classes (flavondides de acidos hidroxicinamicos)
em erva-mate.

Os teores de RU, AC e 5-CQA, obtidos para a meédia global das seis
amostras, foram concordantes aos dados relatados em outros trabalhos sendo 0,18
mg gl e 0,23 mg g* parao ACe 7,12 e 7,18 mg g* para Ru, respectivamente, para
0s sistemas de estacionamento natural e acelerado. As médias obtidas para o 5-
CQA foram 34,90 e 36,10 mg g'l, respectivamente, para EN e EA e superiores aos
valores médios apresentados por outros autores.

O estudo observou que os conteudos da Ru e 5-CQA, presentes na erva-
mate ndo sofreram influéncia dos sistemas de estacionamento, enquanto que o teor
do AC aumentou apenas no EA.

Os teores de Cf e Th nas amostras de erva-mate para o0 estacionamento
natural variaram de 2,97 a 11,30 mg g* e 0,24 a 2,86 mg g™, respectivamente, e
para o estacionamento acelerado de 3,12 a 11,36 mg g’ e 0,51 a 3,52 mg g%,
respectivamente, para Cf e Th. N&o foi detectada teofilina em nenhuma das
amostras de erva-mate analisadas.

O estudo observou que os conteudos de Cf e Th, presentes na erva-mate nao

sofreram influéncia dos sistemas de estacionamento.
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APENDICE 1

TABELA 1 - TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA MEDIA DA CAMARA DURANTE O
ESTACIONAMENTO ACELERADO

Parametros T10 T20 T30 T40 T50 T60 Média
Temperatura T 51,39 50,82 48,98 49,79 51,45 50,47 50,48
UR (%) 32,20 3451 31,44 31,88 33,77 33,99 32,97

NOTA: T = Tempo em dias.



APENDICE 2

TABELA 1 - TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA MEDIA DO DEPOSITO DURANTE O
ESTACIONAMENTO NATURAL

Parametros T30 T60 T90 T120 T150 T180 Média
Temperatura T 26,00 24,15 2501 2595 24,62 2541 25,19
UR (%) 31,40 31,71 3397 5491 57,69 53,62 43,88

NOTA: T = Tempo em dias.
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APENDICE 3
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FIGURA 1 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE. CONDICOES DA ANALISE
CROMATOGRAFICA

NOTA: Condicdes da analise cromatogréfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 um) da

Phenomenex, utilizando como fase moével metanol:agua (30:70, v/v) e vazédo constante de 1,0
mL min™*; Detectados em 370 nm.

Detector A - 2 (325nm)
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FIGURA 2 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE. CONDIGOES DA ANALISE
CROMATOGRAFICA

NOTA: Condicdes da analise cromatogréfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 um) da
Phenomenex,, utilizando como fase mével metanol:agua (32:68, v/v) e vazdo constante
de 1,0 mL min™; detectados em 325nm.
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FIGURA 3 - CROMATOGRAMA DE UMA AMOSTRA DE ERVA-MATE

NOTA: Condicdes da analise cromatogréfica: Coluna Sinergi® Hidro-RP 80A (3,9 X 150 mm, 4 um) da
Phenomenex utilizando como fase movel metanol:agua (40:60, v/v) e vazdo constante de 1,0
mL min™*; Detectados em 370 nm.
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FIGURA 4 - CROMATOGRAMA DOS PADROES 5-CQA, AC E Ru

NOTA: Condic8es da analise cromatografica: coluna Nova Pak® C-18 (3,9 X 150 mm, 4 um) da
Waters, utilizando como fase mével metanol:agua (30:70, v/v) e vazdo constante de 1,0 mL
min™'; Detectados em 370nm.
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FIGURA 1 - ESPECTRO EM TRES PONTOS DOS PICOS (INiCIO, MEIO E FIM) DOS COMPOSTOS
RU, 5-CQA E AC EM AMOSTRA DE ERVA-MATE
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FIGURA 1 - CURVAS ANALITCAS DOS PADROES DOS COMPOSTOS FENOLICOS
NOTA: (A) - 5-CQA na faixa de 20,96 a 628,74 ug mL*, (B) - AC na faixa de 0,412 a 5,00 ug mLY; ©
- Ru na faixa de 10,63 a 170,08 pg mL*
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APENDICE 6

TABELA 1 — MEDIAS DOS TEORES DE 5-CQA (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Estacionamento acelerado — 5-CQA (base seca)

Amostras’
TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60
Amostra A* 37,61° 40,41° 41,77% 41,15° 40,76% 34,70° 29,89°
Amostra B* 38,97 36,91° 39,47° 48,11° 31,16° 32,26° 37,17°
Amostra C* 29,55° 32,88° 31,42% 31,58% 38,53%° 40,44% 37,88°
Amostra D* 37,07° 36,75° 38,84° 38,45° 43,03% 32,05° 38,35°
Amostra E 32,69° 37,43% 37,85° 35,62 36,11%° 35,79%° 18,58°
Amostra F 34,14% 39,70% 36,51° 35,25 32,80° 30,21° 35,66
Média (n=6) 35,012 37,352 37,642 38,36% 37,072 34,242 32,922
Desvio padrio +3,54 +2.66 +3,52 +5,76 +4,59 +3,63 +7,67

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (Sado Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticdes
(CV < 5%).

TABELA 2 — MEDIAS DOS TEORES DE AC (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Estacionamento acelerado - AC (base seca)

Amostras*
TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60
Amostra A* 0,14¢ 0,13¢ 0,16 0,18° 0,28% 0,312 0,24°
Amostra B* 0,14¢ 0,19° 0,18° 0,25° 0,25° 0,26° 0,34%
Amostra C* 0,09° 0,20¢ 0,24° 0,26° 0,29° 0,38% 0,30°
Amostra D* 0,16° 0,14 0,20¢ 0,28" 0,26° 0,35% 0,25°
Amostra E 0,17° 0,13¢ 0,15 0,26" 0,27° 0,29% 0,30%
Amostra F 0,16 0,19° 0,19° 0,23" 0,342 0,342 0,322
Média (n=6) 0,14° 0,16° 0,19 0,24 0,28% 0,32% 0,29%
Desvio padrio +0,03 +0,03 +0,03 +0,04 +0,03 +0,04 +0,04

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticbes
(CV < 5%).

TABELA 3 — MEDIAS DOS TEORES DE RU (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Estacionamento acelerado - Ru (base seca)

Amostras’

TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60
Amostra A* 6,62° 5,04° 5,14° 5,53° 7,89% 8,33% 6,96"
Amostra B* 11,18%° 10,60 10,01° 12,10° 11,35% 10,55 8,78¢
Amostra C* 5,98% 5,27° 5,64% 5,95% 5,47% 4,50° 4,25°
Amostra D* 8,57" 8,24 7,59¢ 9,542 7,83 6,45° 7,64¢
Amostra E 3,87¢ 3,67¢ 3,88¢ 4,44° 4,93 5,442 4,61
Amostra F 7,27" 9,18% 9,29% 7,88° 8,73% 8,73% 6,76°
Média (n=6) 7,25% 7,00% 6,93% 7,572 7,70% 7,332 6,50%
Desvio padrédo +2,48 +2,73 +2,44 +2,87 +2,33 +2,27 +1,76

NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas
repeticdes (CV < 5%).
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TABELA 4 — MEDIAS DOS TEORES DE 5-CQA (mg g*), EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento natural — 5-CQA (base seca)

TO T30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180
Amostra A* 37,61° 42,75 44,917 42,58% 36,14° 43,06% 41,42%
Amostra B* 38,97%° 39,70° 39,10° 29,08° 30,85° 38,94° 38,62°
Amostra C* 29,55° 30,68"° 30,59° 41,18° 24,66° 30,76° 29,08°
Amostra D* 37,07° 35,45° 31,13° 42,80° 36,44° 36,10° 40,01°
Amostra E 32,69° 35,50° 30,17° 37,88% 29,01° 18,69° 34,53
Amostra F 34,14° 40,13° 42,38% 23,11° 23,23° 23,41° 39,39%
Média (n=6) 35,012 37,37° 36,38° 36,26° 30,06° 31,83% 37,33%
Desvio padrio +3,54 +4,33 +6,57 +8,02 +5,57 +9,38 +4,28

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (Sado Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticdes
(CV < 5%).

TABELA 5 — MEDIAS DOS TEORES DE AC (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento natural - AC (base seca)

TO T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180
Amostra A* 0,14° 0,12° 0,15% 0,16% 0,172 0,162 0,11°
Amostra B* 0,14¢ 0,20° 0,21° 0,312 0,24° 0,19° 0,20°
Amostra C* 0,09¢ 0,14° 0,17%* 0,15 0,17%* 0,172 0,16°
Amostra D* 0,16% 0,12° 0,172 0,15° 0,11° 0,12° 0,12°
Amostra E 0,17¢ 0,24¢ 0,18° 0,31% 0,26° 0,29" 0,23¢
Amostra F 0,16° 0,17° 0,20° 0,21% 0,21% 0,222 0,16°
Média (n=6) 0,142 0,172 0,18% 0,22% 0,19% 0,19% 0,16%
Desvio padrio +0,03 +0,05 +0,02 +0,08 +0,05 +0,06 +0,05

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticbes
(CV < 5%).

TABELA 6 — MEDIAS DOS TEORES DE RU (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras? Estacionamento natural - Ru (base seca)

TO T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180
Amostra A* 6,62% 4,76" 5,38° 4,87° 7,322 4,88 4,57
Amostra B* 11,18% 9,95° 10,24%° 11,33? 10,12  10,99%°  10,80**°
Amostra C* 5,98% 5,43%° 4,93° 5,48%°¢ 5,16™ 5,76% 5,57%¢
Amostra D* 8,57% 7,57° 4,91 8,17™ 5,28¢ 9,112 7,91
Amostra E 3,87% 3,19° 3,93% 3,57% 3,23° 3,73% 3,822
Amostra F 7,27° 10,21 12,62° 10,68 9,61° 10,85° 10,00
Média (n=6) 7,252 6,85% 7,00% 7,352 6,79% 7,56% 7,112
Desvio padrédo +2,48 +2,87 + 3,54 +3,21 +2,72 +3,17 +2,91

NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas
repeticdes (CV < 5%).
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TABELA 1 - TEORES DOS COMPOSTOS FENOLICOS, METILXANTINAS E UMIDADE DAS
AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO NATURAL

Estacionamento natural

Variaveis (mg g™)

Tratamento*  Amostras** 5 -CQA AC Ru Umidade (%) Cf Th
1 A 34,14 0,16 7,27 9,67 5,14 1,15
1 B 38,97 0,14 11,18 8,86 3,35 0,58
1 cC 32,69 0,17 3,87 8,95 7,85 2,15
1 D 29,55 0,09 5,98 9,97 10,41 2,46
1 E 37,61 0,14 6,62 9,07 7,66 1,92
1 F 37,07 0,16 8,57 8,99 7,26 1,64
2 A 40,13 0,17 10,21 11,41 6,62 1,20
2 B 39,70 0,20 9,95 10,06 2,97 0,75
2 C 35,50 0,24 3,19 10,32 8,13 2,09
2 D 30,68 0,14 5,43 10,74 10,63 2,32
2 E 42,75 0,12 4,76 10,69 8,59 2,54
2 F 35,45 0,12 7,57 10,84 6,93 1,66
3 A 42,38 0,20 12,62 9,34 5,76 0,86
3 B 39,10 0,21 10,24 8,65 4,19 0,84
3 C 30,17 0,18 3,93 8,14 8,64 2,31
3 D 30,59 0,17 4,93 8,90 11,30 2,84
3 E 44,91 0,15 5,38 9,03 9,01 3,15
3 F 31,13 0,16 4,91 9,08 8,24 2,09
4 A 23,11 0,21 10,68 9,28 5,84 0,95
4 B 29,98 0,31 11,33 8,44 4,02 0,67
4 C 37,88 0,31 3,57 8,36 9,41 2,45
4 D 41,18 0,15 5,48 8,71 10,60 2,44
4 E 42,58 0,16 4,87 8,73 8,85 2,80
4 F 42,80 0,15 8,17 9,23 8,37 1,90
5 A 23,23 0,21 9,61 10,08 5,56 0,81
5 B 30,85 0,24 10,12 10,22 3,70 0,63
5 C 29,01 0,26 3,23 10,01 8,84 2,31
5 D 24,66 0,17 5,16 9,98 10,38 0,24
5 E 36,14 0,17 7,32 10,17 7,29 1,61
5 F 36,45 0,11 5,28 9,95 8,76 2,86
6 A 23,41 0,22 10,85 9,32 5,88 0,87
6 B 38,94 0,19 11,00 8,76 3,66 0,56
6 C 18,69 0,29 3,73 8,28 9,17 2,30
6 D 30,76 0,17 5,76 8,75 10,12 2,40
6 E 43,06 0,16 4,88 8,96 8,39 2,61
6 F 36,10 0,12 9,11 9,26 8,49 1,91
7 A 39,39 0,16 10,00 11,11 6,35 0,91
7 B 38,62 0,20 10,80 10,27 4,14 0,68
7 C 34,53 0,23 3,82 10,74 9,51 2,40
7 D 29,98 0,16 5,57 10,43 9,21 2,49
7 E 41,42 0,11 4,57 10,67 8,86 2,76
7 F 40,01 0,12 7,91 10,65 9,50 2,12

Minimo 18,69 0,09 3,19 8,14 2,97 0,24
Maximo 44,91 0,31 12,62 11,11 11,30 2,96
Média + desvio padrao 36,08 +4,79 0,23 0,07 7,18+228 8,54+0,89 7,092,332 1,65 +0,79

NOTA: * 1= tempo zero; 2= 30 dias; 3= 60 dias; 4= 90 dias; 5= 120 dias; 6= 150 dias; 7= 180 dias; **

A, B. C, D, E e F = 6 diferentes amostras;
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TABELA 1 - TEORES DOS COMPOSTOS FENOLICOS, METILXANTINAS E UMIDADE DAS
AMOSTRAS DE ERVA-MATE ARMAZENADAS NO ESTACIONAMENTO ACELERADO

Estacionamento acelerado

Variaveis (mg g™)

Tratamentos* Amostras*™* 5-CQA AC Ru Umidade (%) Cf Th
1 A 34,14 0,16 7,27 9,67 5,14 1,15
1 B 38,97 0,14 11,18 8,86 3,35 0,58
1 cC 32,69 0,17 3,87 8,95 7,85 2,15
1 D 29,55 0,09 5,98 9,97 10,41 2,46
1 E 37,61 0,14 6,62 9,07 7,66 1,92
1 F 37,07 0,16 8,57 8,99 7,26 1,64
2 A 39,70 0,19 9,18 7,02 3,12 0,87
2 B 36,91 0,19 10,60 6,38 3,76 0,75
2 C 37,43 0,13 3,67 7,43 7,96 3,29
2 D 32,88 0,20 5,27 6,83 6,83 1,54
2 E 40,41 0,13 5,04 7,46 8,33 2,36
2 F 36,75 0,14 8,24 8,06 7,21 1,67
3 A 36,51 0,19 9,29 8,66 3,26 0,72
3 B 39,47 0,18 10,01 9,14 3,25 0,76
3 C 37,85 0,15 3,88 9,33 8,57 3,52
3 D 31,42 0,24 5,64 9,44 9,58 2,33
3 E 41,77 0,16 5,14 9,38 9,27 2,52
3 F 38,84 0,19 7,59 10,40 9,03 2,01
4 A 35,25 0,23 7,88 8,92 4,87 1,20
4 B 48,11 0,25 12,10 9,44 4,27 0,84
4 C 35,62 0,26 4,44 8,21 7,17 1,09
4 D 31,58 0,26 5,95 9,23 9,73 1,04
4 E 41,15 0,18 5,53 8,31 9,12 2,40
4 F 38,45 0,28 9,54 9,14 9,06 2,36
5 A 32,80 0,34 8,73 9,00 7,05 0,84
5 B 31,16 0,25 11,35 8,94 3,65 0,51
5 C 36,11 0,27 4,93 9,52 8,12 1,18
5 D 38,53 0,29 5,47 9,49 11,23 2,85
5 E 40,76 0,28 7,89 8,99 6,70 1,43
5 F 43,03 0,26 7,83 9,26 7,03 1,22
6 A 30,21 0,34 8,73 8,08 6,34 2,25
6 B 32,26 0,26 10,55 7,88 3,32 0,54
6 C 35,79 0,29 5,44 7,74 7,93 1,93
6 D 40,44 0,38 4,50 8,37 11,36 1,78
6 E 34,70 0,31 8,33 7,92 7,74 1,31
6 F 32,05 0,35 6,45 7,51 6,82 0,96
7 A 35,66 0,32 6,76 7,99 6,84 2,03
7 B 37,17 0,34 8,78 7,57 3,78 0,61
7 C 18,58 0,30 4,61 8,11 8,15 2,79
7 D 37,88 0,30 4,25 7,91 10,26 2,60
7 E 29,89 0,24 6,96 8,02 7,67 1,39
7 F 38,35 0,25 7,64 8,23 7,60 1,79

Minimo 18,59 0,09 3,67 6,38 3,12 0,51
Maximo 48,11 0,38 12,10 10,40 11,36 3,52
Média + desvio padrdo 34,89 +639 0,18+0,05 7,13+279 9,60:087 7,56+227 1,77 0,82

NOTA: * 1=tempo zero; 2= 10 dias; 3= 20 dias; 4= 30 dias; 5= 40 dias; 6= 50 dias; 7= 60 dias; ** A,

B. C, D, E e F = 6 diferentes amostras;
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FIGURA 1 - CURVAS ANALITCAS DOS PADROES DAS METILXANTINAS
NOTA: (A) - Teofilina na faixa de 1,56 a 5,20 pg mLY; (B) - Teobromina na faixa de 2,02 a 20,16 g
mLY; (C) - Cafeina na faixa de 48,08 a 480,80 ug mL™.
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TABELA 1 — MEDIAS DOS TEORES DE Cf (mg g*) EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento acelerado — Cf (base seca)

TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60
Amostra A* 7,66° 8,33" 9,272 9,12% 6,70° 7,74° 7,67
Amostra B* 3,35™ 3,76™ 3,25° 4,27% 3,65 3,32 3,78%
Amostra C* 10,417 6,83¢ 9,58° 9,73° 11,23% 11,362 10,26
Amostra D* 7,26"¢ 7,21 9,03% 9,056% 7,03 6,82° 7,60°
Amostra E 7,85° 7,96° 8,57% 7,17° 8,12% 7,93° 8,15%
Amostra F 5,14° 3,12¢ 3,26¢ 4,87° 7,052 6,34° 6,84%
Média (n=6) 6,95% 6,20% 7,162 7,37° 7,30% 7,252 7,38%
Desvio padrio +2,43 +2,21 + 3,04 +2,34 +2,45 +2,61 +2,11

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (Sado Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticdes
(CV < 5%).

TABELA 2 — MEDIAS DOS TEORES DE Th (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO ACELERADO ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento acelerado — Th (base seca)

TO T 10 T 20 T 30 T 40 T 50 T 60
Amostra A* 1,92° 2,36% 2,522 2,40° 1,43° 1,31¢ 1,39°
Amostra B* 0,58 0,75% 0,76% 0,84% 0,51° 0,54 0,61°
Amostra C* 2,46 1,54¢ 2,33° 1,04° 2,85% 1,78¢ 2,60%
Amostra D* 1,64° 1,67° 2,01° 2,362 1,22¢ 0,96° 1,79
Amostra E 2,15¢ 3,29" 3,522 1,09 1,18 1,93° 2,79°
Amostra F 1,15° 0,87¢ 0,72¢ 1,20° 0,84¢ 2,252 2,03°
Média (n=6) 1,65° 1,75° 1,08° 1,49° 1,34° 1,467 1,87°
Desvio padrio +0,69 +0,96 +1,08 +0,70 +0,81 +0,64 +0,80

NOTA: Médias seguidas por letras iguais ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas repeticGes
(CV < 5%).

TABELA 3 — MEDIAS DOS TEORES DE CF (mg g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras? Estacionamento natural — Cf (base seca)

TO T 30 T 60 T 90 T 120 T 150 T 180
Amostra A* 7,66 8,59% 9,01% 8,85% 7,29° 8,39%° 8,36%
Amostra B* 3,35° 2,97¢ 4,19% 4,02% 3,70 3,66™ 4,14°
Amostra C* 10,41®®  10,63%® 11,30° 10,60% 10,38% 10,12 9,21°
Amostra D* 7,26° 6,93° 8,24° 8,37 8,76% 8,49" 9,50%
Amostra E 7,85¢ 8,13¢ 8,64° 9,412 8,84 9,17% 9,512
Amostra F 5,14° 6,62% 5,76° 5,84° 5,56” 5,88° 6,35%
Média (n=6) 6,95% 7,312 7,86% 7,85° 7,422 7,622 7,932
Desvio padrédo +2,43 + 2,56 +2,52 +2,45 +2,45 +2,40 +2,21

NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas
repeticdes (CV < 5%).



75

TABELA 4 — MEDIAS DOS TEORES DE Tb (mg ¢g') EM ERVA-MATE ARMAZENADA EM
ESTACIONAMENTO NATURAL ANALISADAS A CADA 10 DIAS

Amostras® Estacionamento natural - Tb (base seca)

TO T 30 T 60 T 90 T 120 T1 50 T 180
Amostra A* 1,92¢ 2,54° 3,15% 2,80% 1,61¢ 2,61° 2,76%
Amostra B* 0,58% 0,75° 0,842 0,67° 0,63 0,56° 0,68°
Amostra C* 2,46° 2,32° 2,842 2,44° 0,24° 2,40° 2,49°
Amostra D* 1,64¢ 1,66¢ 2,09° 1,90° 2,86% 1,91¢ 2,12°
Amostra E 2,15 2,09° 2,31%° 2,452 2,31%° 2,30%° 2,40%
Amostra F 1,15° 1,20° 0,86™ 0,95 0,81° 0,87 0,91
Média (n=6) 1,65° 1,76° 2,022 2,02° 1,41° 1,77° 1,89°
Desvio padrio +0,69 +0,69 +0,98 +0,87 +1,03 +0,86 +0,88

NOTA: Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade; T = Tempo (dias); * mesma cidade (S&o Mateus do Sul); 1- Média de duas
repeticdes (CV < 5%).
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