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RESUMO

A erva-mate € um produto muito versatil, podendo ser consumida e processada de
diversas formas. Atualmente o mercado oferece varias propostas de produtos a base
de erva-mate para o consumidor, uma delas é a erva-mate produzida para matcha,
que possui etapas em seu beneficiamento industrial diferentes da erva-mate
produzida para chimarrdo. Sabe-se que composicao fitoquimica da erva-mate é rica
em alguns compostos, principalmente as metilxantinas, na forma de cafeina e
teobromina e polifendis na forma de acido clorogénico e flavanoides, como a rutina.
Nesse trabalho foram extraidos esses compostos, que também fazem parte da
composicao fitoquimica da erva-mate para matcha, utilizando a técnica de extragéo
assistida por ultrassom, e em seguida foram quantificados por HPLC utilizando o
meétodo de calibracdo externa com padrdes analiticos. Foi realizada uma comparacéao
entre as concentracdes dos compostos encontrados na erva-mate para matcha, com
a erva-mate tradicional para chimarrao utilizando o mesmo método de analise. Os
resultados mostram concentragdes superiores em todos os compostos analisados na
erva-mate para matcha, quando comparados a erva-mate para chimarrdo. O
composto encontrado em maior concentracdo na erva-mate para matcha foi o acido
clorogénico, seguido da rutina, cafeina e teobromina. A rutina, por sua vez, obteve a
maior propor¢do quando comparada a erva-mate para chimarrdo, chegando a
concentragdes 8,4 vezes superiores na erva-mate para matcha. A analise estatistica
dos resultados foi realizada por meio dos testes de ANOVA e Tuckey. Diferengas
significativas nas concentragdes foram encontrados para os compostos ACG e rutina,
na comparagdo da erva-mate para matcha com as ervas-mates para chimarrdo
analisadas. A concentragdo de teobromina n&o obteve diferenca significativa na
comparagao do conjunto de amostras analisada, diferentemente da concentragao de

cafeina, que obteve diferencga significativa.

Palavras-chave: erva-mate matcha; metilxantinas; polifendis; cromatografia liquida.



ABSTRACT

Yerba mate is a very versatile product that can be consumed and processed in different
ways. Currently, the market offers several proposals for products based on yerba mate
for the consumer, one of them is the yerba mate produced for matcha, which has
stages in its industrial processing that are different from the yerba mate produced for
chimarrdo. It is known that yerba mate's phytochemical composition is rich in some
compounds, mainly metylxanthin, in the form of caffeine and theobromine, and
polyphenols in the form of chlorogenic acid and flavonoids, such as rutin. In this work,
these components, which are also part of the composition of yerba mate for matcha,
were extracted using the ultrasound-assisted extraction technique, after which they
were quantified by HPLC using external calibration. A comparison was made between
the concentrations of the compounds found in yerba mate for matcha, with the
traditional yerba mate for chimarrdo using the same method of analysis. The results
show higher concentrations in all compounds analyzed in yerba mate for matcha, when
compared to yerba mate for chimarrdo. The compound found in the highest
concentration in yerba mate for matcha was chlorogenic acid, followed by rutin,
caffeine and theobromine. Rutin, in turn, had the highest proportion when compared to
mate for chimarrdo, reaching concentrations 8.4 times higher than mate for matcha.
Statistical analysis of the results was performed using ANOVA and Tuckey tests.
Significant differences in concentrations were found for the compounds ACG and rutin,
in the comparison of the mate herb for matcha with the mate herb for chimarrao
analyzed. The theobromine concentration did not show a significant difference when
comparing the analyzed sample, unlike the caffeine concentration, which showed a
significant difference.

Keywords: yerba mate; matcha; methylxanthines; polyphenols; liquid

chromatography.
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1 INTRODUGAO

A erva-mate é um produto amplamente consumido no Brasil, principalmente na
regiao sul. Tradicionalmente, é utilizada no preparo do chimarrao, bebida tipica que é
consumida na forma de infusdo a quente, o qual deve ser servida na cuia. Outras
aplicacbes da erva-mate sdo na preparagcdo de alimentos (bolos, sorvetes),
cosmeticos, energéticos e até mesmo produtos de limpeza.

Pensando em desenvolver uma nova opcéao e diversificar os produtos a base
de erva-mate, para seus consumidores, a empresa brasileira Inovamate, de ll6polis,
RS, desenvolveu o matcha de erva-mate.

O matcha original é uma bebida produzida a base da planta Camellia sinensis,
muito apreciada na cultura oriental, mas que hoje é consumida no mundo inteiro. A
proposta do matcha de erva-mate, € que o seu processamento industrial seja similar
ao processo de producdo do matcha tradicional contudo, utilizando a erva-mate como
matéria prima.

Embora a matéria prima utilizada para a elaboragdo do matcha de erva-mate
seja a mesma do que a da erva-mate para chimarrdo, por possuir diferentes etapas
de producgao, o produto final do beneficiamento do matcha, possui caracteristicas
particulares e distintas.

Sabe-se que muitos compostos fitoquimicos estdo presentes em plantas
superiores, como a erva-mate (llex paraguariensis). Nos ultimos anos, inumeros
pesquisadores trabalharam para caracterizar e quantificar esses compostos, entre
eles as xantinas e os polifendis, que chamam a atengdo por demonstrarem
propriedades estimulantes e antioxidantes, benéficas a saude humana.

Nessa perspectiva, esse trabalho buscou realizar uma caracterizagao inicial da
erva-mate para matcha, no que diz respeito a sua composigao fitoquimica. A técnica
escolhida para tanto foi a extragéo assistida por ultrassom, seguida da separagao por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) e quantificagdo utilizando padrdes
analiticos.

Nesse trabalho foram extraidos e quantificados os principais compostos
bioativos da erva-mate ja descritos na literatura como cafeina, teobromina, rutina e

acido clorogénico
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar a quantificagdo dos componentes fitoquimicos, como as metilxantinas

e polifendis, de um produto derivado da erva-mate, o matcha de erva-mate.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Extrair as metilxantinas e polifenéis do matcha de erva-mate, através de
extracio assistida por ultrassom;

¢ Quantificar as metilxantinas cafeina e teobromina e os polifendis na forma de
acido clorogénico e flavonoides, como a rutina pelo método de cromatografia
liguida (HPLC), utilizando o método de calibragdo externa com o uso de
padroes analiticos;

e Comparar os resultados obtidos para o matcha com os resultados da erva-mate

processada pelo método tradicional para chimarrao.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O PRODUTO: ERVA-MATE PARA MATCHA

Originalmente Matcha (cha verde moido) € um cha nativo do Japao, produzido
através de brotos verdes da planta Camellia Sinensis. Refere-se a um p6 fino e
peneirado, inserido diretamente na tigela de cerdmica. A agua €& aquecida
separadamente e misturada na tigela com um batedor de bambu. O resultado € uma
bebida com espuma, o que a torna delicada e aerada. O cha produzido a partir das
folhas da planta Camellia sinensis €, depois da agua, a segunda bebida n&o alcodlica
mais consumida no mundo. "2

A erva-mate (llex paraguariensis) € uma planta da familia Aquifoliacea, que
cresce normalmente na América do Sul, havendo ocorréncia de produgédo na regiao
sul do Brasil, onde a espécie é considerada nativa. Possui varios constituintes em sua
composicgao, entre eles as xantinas, que sao conhecidos por serem anticancerigenos
e antioxidantes. Os alcaldides vegetais cafeina e teobromina sdo importantes
componentes ativos na erva-mate, derivados da xantina e também s&o conhecidos
como metilxantinas3. Além desses compostos, também fazem parte de sua
composi¢ao os polifenois na forma de acido clorogénico e os flavanoides, como a
rutina. A erva-mate pode ser consumida de diversas formas, contudo e o chimarrédo
e as infusdes em agua quente sao as mais utilizadas.

A erva-mate para matcha (Figura 1), € um produto artesanal, produzido a partir
das variedades de llex paraguariensis nativas da regiao de llépolis, RS. Esse produto
foi desenvolvido pela empresa Inovamate Industria e Comércio de Erva-mate Ltda,
que além da erva-mate para matcha, possui outras propostas de chas que utilizam a
erva-mate como base da industria.

A erva-mate para matcha passa por etapas de beneficiamento semelhantes aos
da planta do matcha original, por isso a alusdo ao home, seu processo produtivo foi
adaptado do processo de produg¢do do matcha japones, porém utilizando a erva-mate
como matéria-prima, ao invés da Camellia Sinensis. E indicada para consumo em
infusdes a quente ou frio, preparado preferencialmente com agua. Além de ser
consumida como cha, a erva-mate para matcha, vem sendo utilizada na alta

gastronomia, como no preparo de sobremesas e na producdo de produtos
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diferenciados como os chocolates gourmet, na linha de trufas da Chocolat Du Jour,
inspirada em chas de diversas origens. Também foi introduzida na produ¢cédo de mel
de terroir da empresa Mbee, conferindo sabor herbal, apreciado por consumidores de
mel artesanal.

Figura 1. Erva-mate produzida para matcha.

> X
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m = »

Fonte: Joyce Galvao, 2021.

Fonte: arquivo Inovamate, 2021.

3.2 O CENARIO DO MERCADO BRASILEIRO DE ERVA-MATE

O agronegocio brasileiro, abrangendo os segmentos de alimentos, fibras e
energia renovavel, € de suma importancia para a economia do pais, uma vez que
corresponde a cerca de um tergo do seu produto interno bruto (PIB), aproximadamente
40% das receitas de exportacdes brasileiras e quase 40% do total de empregos
gerados no pais. 4

No que diz respeito a produgao de erva-mate no Brasil, 0 dado mais recente
que se tem disponivel é de 2018, que segundo o IBGE, é de cerca de 540 mil
toneladas de folha seca de erva mate ao ano. O Rio Grande do Sul é responsavel por
48% da producdao de folha verde de erva-mate com uma média de 277371
toneladas/ano no periodo de 2016-2018.3

Cerca de 96% do consumo da erva-mate no Brasil € destinada ao preparo do
chimarrao e apenas 4% em chas e outros usos. O consumo per capita de erva-mate

brasileiro, estimado em 1,2kg por ano.>
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A partir desses dados, podemos evidenciar que o mercado brasileiro para o
consumo de chas preparados a partir de erva mate € ainda pequeno, mas possui

capacidade de expanséo.

3.3 ETAPAS DO PROCESSO PRODUTIVO DA ERVA-MATE PARA MATCHA

A erva-mate (llex paraguariensis) € a unica matéria prima para producdo da
erva-mate para matcha, a sua composicdo é isenta de aditivos e conservantes. E
produzida a partir de folhas de erva-mate fresca, que passam por um processamento
distinto do da producéo de erva-mate tradicional para chimarrao.

No processamento da erva-mate para chimarrdo, em geral, as folhas de mate
fresco, passam por varios estagios antes de estarem prontas para serem embaladas.
O processo envolve branqueamento, secagem e envelhecimento geral do cha. As
condi¢cdes de processamento sdo muito variadas dependendo do produtor e do
objetivo final para o estilo e sabor desejados para o produto.®

O processo produtivo da erva-mate para matcha, também envolve muitas
dessas etapas, contudo a -caracteristica exclusiva do matcha, que confere
propriedades distintas da erva-mate para chimarrao é a granulometria do pod, que deve
ser na ordem de 300um, objetivando assim a obtengdo de um pé extremamente fino
como produto final.

O principal equipamento, que € unico do processo de produtivo do matcha, é
o moinho de pedra de granito. A ele é atribuitdo a operacdo de moagem das folhas de
erva-mate, etapa determinante para obtengdo de um pd na granulometria desejada
para o produto.

A producao de erva-mate para matcha é um processo artesanal, que leva em
torno de dois dias para ser finalizado, sendo fundamental no decorrer do processo o
controle da umidade do ar, que nao deve exceder os 70%.

Embora a composigédo da erva-mate para matcha seja a mesma que a erva-
mate preparada para o consumo convencional do chimarrdo, estudos demostram que
variagbes do processo produtivo podem conferir propriedades distintas na
composicao e concentragdo dos principais compostos bioativos tradicionalmete

encontrados no produto.
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Variacdes dos compostos bioativos presentes na erva-mate sdo conhecidos
por surgirem de diferentes formas, entre elas: matérias-primas, origem geografica;
processos de beneficiamento, como diferentes combinagcdes de tempo e temperatura,

moagem, proporgao entre caules e folhas e tempo de envelhecimento.57:2

3.3.1 Principais etapas do processo produtivo para produgao de erva-mate para

matcha

3.3.1.1 Colheita da erva-mate e recebimento da matéria prima

A erva-mate pode ser colhida durante todos os meses do ano, contudo as
caracteristicas quimicas e nutricionais mudam de acordo com a época que for
realizada a poda da planta, determinando dessa forma as caracteristicas sensoriais e

nutricionais do produto final.8

3.3.1.2 Sapeco ou branqueamento

A etapa de sapeco ou branqueamento consiste em passar rapidamente os
ramos com folhas sobre as chamas do sapecador, em temperaturas de até 400°C.
Isto porque nas folhas da erva-mate estdo presentes enzimas polifenoxidase e
peroxidase, que foram identificadas em 1928 por Senglet como sendo as
responsaveis pelo escurecimento das folhas. Essas enzimas oxidam os compostos

fendlicos ao retirar as folhas da planta e exp6-las ao ar, escurecendo-a.?

3.3.1.3 Secagem

Apds a inativagdo enzimatica que ocorre na etapa de sapeco, a erva-mate
passa pelo processo de secagem, responsavel pela retirada da umidade. Nesse
processo 0 material entra com 25% de umidade e sai com umidade em torno de 8 a
10%. Esta etapa é importante pois 0 excesso de umidade pode ocasionar deterioragao

microbioldgica.?
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3.3.1.4 Moagem grossa

E a etapa do processo, onde a erva é socada em grandes pildes de ferro,
conhecidos como soque, pelo tempo que for necessario, de acordo com o padrao de
moagem definido (mais fina ou grossa).

3.3.1.5 Moagem em moinho de pedra de granito

A moagem em moinho de pedra de granito, é a principal etapa que difere o
processo de producdo de erva-mate para matcha do processo convencional. No
matcha, o produto passa pelo moinho de pedra granito pelo periodo de um dia,
garantindo assim um sodlido na forma de pd e de granulometria extremamente fina,

que pode chegar a ordem de 300um.°

3.3.1.6 Tamisacao

Na tamisacdo ou peneiramento, ocorre a separacdo de uma mistura de
materiais solidos granulados de diversos tamanhos em duas ou mais porgdes, cada
uma delas com maior uniformidade que a mistura original. E uma operagdo mecanica
que ocorre por separagao através de uma superficie perfurada de granulometria

conhecida (Mesh), garantindo assim, uniformizag&o e padronizagao ao produto.?®

3.3.1.7 Embalagem e expedicéo

Apos concluido o processo de beneficiamento da erva-mate para matcha, o
produto esta pronto para ser embalado e expedido. A embalagem ideal é aquela que
impede a passagem de luz e minimiza a entrada de ar. A rotulagem deve seguir as
diretrizes e normas da RDC 359 da ANVISA. O prazo de validade do produto ndo deve
exceder os 6 meses, em fungdo da degradagao das propriedades organolépticas
como cor e sabor.®

Na Figura 2, encontra-se o diagrama de blocos do processo produtivo de

beneficiamento das folhas de erva-mate para producao de erva-mate para matcha.



18

Figura 2. Diagrama de blocos do processo produtivo do matcha de erva-mate realizado pela
empresa Inovamate.

Colheita da
erva mate
fresca

—

Recebimento
da matéria
prima

)

Sapeco -
Brangueamento

e —

Secagem

R —

Moagem

v

Moinho de
pedra - 1 dia

I E—

Tamisagédo

A

Embalagem

S

Expedigcéo

S

Fonte: A autora, 2021.

3.4 PRINCIPAIS CONSTITUINTES DA ERVA-MATE

A composicdo quimica da erva-mate é muito complexa, apresentando
metilxantinas, saponinas, taninos, vitaminas, minerais, substancias aromaticas,
acidos graxos, terpenos, alcoois, cetonas, aldeidos, fendis, entre outros
compostos.37:8

Em termos nutricionais, a erva-mate para matcha € rica em fibra alimentar,
apresentando uma consideravel porcentagem de valores diarios remondaveis por
porcdo, mas também possui carboidratos e proteinas, como € possivel visualizar na
Tabela 1.
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Tabela 1. Informacgéao nutricional da erva-mate para matcha.

Informacgao nutricional

Porgéo: 20g
100g 20g % VD(*)
Valor energético 57kcal= 237kJ 11kcal=47kJ 2%
Carboidratos 39,39 7,99 3%
Acucares Totais 1,59 0,3g NA
Acucares adicionados 0,09 0,0g 0%
Proteinas 4,79 0,99 2%
Gorduras totais 3,89 0,8g 1%
Gorduras saturadas 0,1g 0,09 0%
Gorduras trans 0,09 0,0g 0%
Fibra Alimentar 39,49 7,99 32%
Sodio 0,8mg 0,2mg 0%

(*) % de valores diarios fornecidos na porgéao

Fonte: Ficha técnica Matcha de erva mate Inovamate

A composicdo dos compostos bioativos nas folhas de erva-mate pode ser
influenciada por diferentes fatores, tal como variabilidade genética, condigbes
ambientais, idade da folha, periodo de colheita e processo de beneficiamento, entre
outros fatores. 810

Os alcaldides vegetais cafeina e teobromina sdo importantes componentes
ativos na erva-mate, s&o derivados da xantina e também s&o conhecidos como
metilxantinas. Tém em comum o efeito estimulante sobre o sistema nervoso central,
sendo a cafeina o representante mais potente.3

Os polifendis estao presentes principalmente na forma de acido clorogénico

e seus isbmeros e também na forma de flavonoides, como a rutina.

3.4.1 Metilxantinas

As metilxantinas ou apenas xantinas s&o uma classe de alcaldides purinicos

encontrados em muitas plantas, chas, café e também chocolate. As xantinas mais
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importantes, encontradas na erva-mate incluem a cafeina (1,3,7-trimetilxantina),

teobromina (3,7-dimetilxantina) e a teofilina (1,3-dimetilxantina).6-8

3.4.1.1 Cafeina

A cafeina € um composto quimico hidrossoluvel de féormula molecular
CsH10N4O2, classificado como alcaloide e designado quimicamente como 1,3,7-
trimetilxantina. A cafeina ocorre naturalmente em sementes, folhas e frutas de
diversas plantas, agindo como um pesticida natural. Na saude humana, € uma
substancia utilizada com finalidade terapéutica e farmacolégica. Por ser altamente
soluvel em agua, seu pico de concentragdo no sangue, em humanos ocorre de 30-40
minutos apods a ingestédo, e tem meia-vida de 2,5-5 horas. O metabolismo da cafeina
ocorre em maior proporgao no figado, local onde existe maior produgao de citocromo
P450 1A2, enzima responsavel pela metabolizagédo desta substancia. 11213

A ingestao de cafeina esta relacionada ao seu efeito ergogénico, definicdo
atribuida ao mecanismo que atua na melhora do desempenho do exercicio fisico.
Confere propriedades como a reducéo da fadiga e estimulagdo do sistema nervoso
central, melhorando, por exemplo, o estado de vigilia, humor, atengcédo e o tempo de
reagdo nas praticas esportivas.'®>'* Contudo, quando consumida em quantidades
elevadas a cafeina, pode produzir efeitos colaterais como arritmia, excitacao, irritacao,
ins6nia e acidez gastrica.'

A presenca de cafeina na erva-mate, vem sendo objeto de estudo de diversos
artigos. A erva-mate contém quantidade de cafeina que varia entre 0,2 - 2% (m/m)."®

A analise quantitativa da cafeina, pode ser realizada de diversas formas,
porém uma vasta literatura faz referéncia uso de técnicas de cromatografia liquida de

alta eficiéncia, como sera abordado em seguida.
3.4.1.2 Teobromina
A teobromina é uma metilxantina bimetilada, que possui carater menos

basico que a cafeina podendo ser solubilizada em alcool, solventes organicos

clorados e apenas parcialmente soluvel em agua. Comumente, é encontrada no
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chocolate, sendo a responsavel pela sensagao de bem-estar e prazer. Seu nome foi
atribuido com base no fruto do cacau, o Theobroma cacao.'%1?

A teobromina € um composto considerado diurético, relaxante muscular e
vasodilatador, diminui a pressao arterial e aumenta o fluxo sanguineo no cérebro. Ao
contrario da cafeina € um estimulante suave do sistema nervoso central e também
tem algumas caracteristicas antioxidantes. Ensaios farmacolégicos confirmam que a
teobromina é menos ativa do que a cafeina em humanos, por ser menos soluvel em
agua do que a cafeina, atinge o pico das concentragdes sanguineas 2—3 horas apos
a ingestéo, e seu tempo de meia vida é de 7 a 12 horas.'3

As formulas estruturais da cafeina e teobromina, sdo apresentadas na Figura

Figura 3. Férmula estrutural da teobromina e cafeina, principais xantinas encontradas na

erva-mate.
.,
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Fonte: Pubchem, 2021.

3.4.2 Polifenodis

3.4.2.1 Acido clorogénico (ACG)

Os polifendis sdo moléculas que possuem o grupo aromatico ligado a grupos
hidroxila, sdo antioxidantes abundantes presentes na natureza, e encontram-se nas
folhas de arvores, frutas e legumes.’

Estruturalmente, o ACG é um éster formado entre os acidos caféico e I-
quinico (acido 5-O-cafeoilquinico). Os isémeros de ACG incluem o acido 3-O-cafeoil-

quinico (acido neoclorogénico) e o acido 4-O-cafeoil-quinico (acido criptoclorogénico)
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(Figura 4). ACG é um tipo de polifenol frequentemente presente em plantas
superiores. E amplamente utilizado na medicina e em industrias, como produto base
para medicamentos e insumos. Também & empregado como aditivo em bebidas,
cosméticos e alimentos.®15.16.17

Estudos apontam que extratos aquosos de erva-mate apresentam grande
capacidade antioxidante, antiinflamatdria, antiproliferativa, antimutagénica e
antiobesidade, essas propriedades foram vinculadas ao alto teor de acidos
clorogénicos e seus isdbmeros presentes na planta. 1516

Na literatura, foram encontrados valores entre 8-10% (m/m) de ACG
(incluindo os compostos isoméricos) extraidos em base seca de erva-mate, contudo
diferentes tipos de processo e de beneficiamento podem produzir mudangas no perfil
e na concentragdo de compostos bioativos.'

Figura 4. Estruturas quimicas do ACG e seus isdbmeros.

OH

OH o OH OH i
OH
Hoocwou - o J
oH o J HOOC o o}
" S OH O HOOC OH
OH OH
3-o-caffeoylquinic acid 4-o-caffeoylquinic acid 5-o-caffeoylquinic acid
acido neoclorogénico acido criptogénico acido clorogénico
g g g

Fonte: BUTIUK et.al.,2016.

3.4.2.2 Flavanoides

Os flavonodides, sdo um grupo de substéncias naturais com estruturas
fendlicas variaveis, encontrados principalmente em frutas, vegetais, graos, cascas,
raizes, caules, flores, chas e em vinhos.'®

Os flavonoides, pertencem a uma classe de compostos fendlicos de baixo
peso molecular amplamente distribuidos no reino vegetal. Sdo divididos em subgrupos
dependendo das ligagbes entre os carbonos do anel e o seu grau de insaturagéo e
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oxidacdo, essas caracteristicas conferem propriedades distintas as suas moléculas.
Entre os principais subgrupos de flavanoides estao: flavonois, flavonas, isoflavonois e
antocianinas.'®

A rutina, é classificada como um flavanol, que sdo os flavandides que
possuem um grupamento cetona, na sua estrutura quimica. Nesse subgrupo também
estdo presentes a quercitina e o kamperol. Os flavondis tém um grupo hidroxila em
posicédo 3 do anel C, que também pode ser glicosilado. A estrutura quimica da rutina,
encontra-se na Figura 5.1218

Figura 5. Estrutura da rutina

Rutina

Fonte: Pubchem, 2021.

3.5 METODOS DE EXTRAGCAO

Na literatura, varias técnicas tém sido descritas para extragao de metilxantinas
e polifenois de matrizes sélidas, entre as mais usuais estdo: extragdo aquosa a quente
com refluxo de calor, extragao assistida por microondas, fluido supercritico, extragao
por ultrassom, entre outras.

O isolamento dos analitos alvo de uma matriz sélida € uma das etapas do
processo analitico mais criticas, nela podem surgir problemas como a perda de analito
ou contaminagdes durante o preparo da amostra. O método escolhido para extragao
deve levar em conta a seletividade e polaridade para os componentes de interesse,
recuperacdo do analito, volume do solvente organico necessario, toxicidade do

solvente, tempo de extragcdo e numero de etapas de clean-up requeridos apos a
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extracdo, além de outros parametros como presenga de substancias interferentes,
temperatura e tamanho da molécula de interesse. 81920

Os solventes mais utilizados para extracdo de compostos fendlicos e
metilxantinas sdo metanol, etanol, acetona, agua, acetato de etila, propanol e também
as diferentes combinagdes entre eles.?22

A extragdo aquosa normalmente é realizada através do uso do aparelho de
Soxhlet, em temperatura de refluxo de 90 °C por varias horas ou maceragao com
solvente por dias em temperatura ambiente. Esses métodos, que tém sido usados por
muitas décadas, sdo demorados e mesmo quando a técnica é realizada utilizando
solventes orgéanicos, requerem quantidades relativamente grandes do produto.?

Outras tecnologias, propéem a extragdo de compostos bioativos da erva-mate
através de extragao com COz2 supercritico. A extracdo com fluido supercritico € uma
operacao unitaria que explora as propriedades do solvente acima de seus pontos
crticos de temperatura e pressao. Essa € uma opgao de extragdo considerada
ambientalmente correta, pois ndo utiliza solventes organicos, contudo necessita altas
pressdes de trabalho, normalmente em torno de 26MPa (256 atm), o que envolve alto
gasto energético.?®> Uma opgao, para reduzir o custo energético, foi proposta por
Hegel, 2021 é a extracdo com CO:2 supercritico utilizando etanol como co-solvente.
De acordo com Hegel, a extragao fornece alta seletividade e curto tempo de operacgao,
apresentando bons resultados, especialmente para a cafeina, pois o etanol aumenta
consideravelmente a solubilidade das metilxantinas.?®

Uma opcao intermediaria, é a extragao assistida por ultrassom, que se baseia
na acao de ondas mecanicas de baixa frequéncia, de 20 a 40Hz, as quais resultam
na cavitacado, fendbmeno responsavel pela formagao e colapso de bolhas, que refletem
em areas pontuais de alta presséo e quando associadas a temperaturas relativamente
altas, proporcionam um aumento na solubilidade do analito facilitando o processo de
extracdo dos elementos em matrizes solidas.?*

A extracido assistida por ultrassom, promove a diminui¢do do tempo e o
incremento na eficiéncia de extragio, reduzindo as quantidades de solventes, tempo
e energia. Além disso, € uma técnica classificada como um método de quimica
analitica verde, que envolve o conceito de desenvolvimento sustentavel, destinado a

remover ou minimizar o impacto ambiental causado por metodologias analiticas.?42°
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Os humanos conseguem ouvir frequéncias na faixa de16 a 18Hz. O ultrassom
sao ondas com frequéncia superior a 20kHz, e que por isso, sdo imperceptiveis ao
ouvido humano. O ultrassom na frequéncia entre 20-40 kHz, que pode ser produzido
por equipamentos tipicos de laboratorio, permite que energia acustica seja suficiente
para que a cavitagcdo seja produzida. Altas frequéncias, acima de 5GHz, sao
incapazes de produzir o efeito da cavitagao, pois em amplitudes de alta vibracao, a
fonte de ultrassom € incapaz de manter contato com o liquido utilizado na
aparelhagem ao longo de todo o ciclo, reduzindo assim, a eficiéncia da cavitagéo e
por consequéncia da extragédo.?®

A extracao por ultrassom ja foi utilizada em diversas amostras sélidas, Cotta,
em 2009, por exemplo, utilizou a técnica para extrair hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos em solos contaminados, através do uso de diferentes solventes, obtendo
bons resultados.?’

Em sementes de cacau e produtos a base de chocolate, Peralta em 2013,
extraiu cafeina e teobromina com solvente aquoso a 80°C, utilizando ultrassom.
Obteve eficiéncia de extracao superior a 57,7% para a cafeina e 43,6% superior para
a teobromina, quando comparado a extracdo convencional liquido-liquido somente
sob agitacdo mecanica e sem o uso da técnica de ultrassom, para esses

componentes.?8

3.6 METODOS DE ANALISE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) € uma técnica de separagao
fisica conduzida na fase liquida, onde os componentes (ou analitos) de uma amostra
podem ser separados pela sua distribuicdo entre a fase mével e a fase estacionaria
(sorbentes empacotados no interior da coluna). Por sua versatilidade, hoje, é
largamente utilizada para determinagéo de diversas substancias em alimentos, desde
proteinas, acidos organicos, vitaminas, agucares, corantes, componentes fendlicos,
conservantes, agrotoxicos, entre outros.?”-28

Estruturalmente, um cromatografo liquido € composto por uma bomba, injetor,
coluna, forno e detector. A parte mais importante do equipamento é a coluna, ¢é ela
que permite a separacao e resolucido de compostos com base na seletividade e em
seu desempenho. As colunas convencionais para HPLC sio fabricadas de particulas
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de silica, cuja superficie € modificada por cadeias de alquil variando em comprimento
de C4 a C18. Quando a fase estacionaria € mais polar que a fase movel, a
cromatografia liquida € denominada de cromatografia de fase normal. Na situagéo
inversa, ou seja, quando a fase estacionaria apresenta menor polaridade que o
solvente, a cromatografia recebe a denominagao de cromatografia de fase reversa,
como exemplo, fase estacionaria, um hidrocarboneto, e fase moével agua, metanol ou
acetonitrila.27-28:29

O principal objetivo da técnica de HPLC é a separagao dos analitos dos outros
componentes da amostra, a fim de obter uma quantificacdo precisa de cada
componente. Para tanto, € necessario que: i) a amostra seja soluvel na fase mével,
analitos insoluveis na fase movel ndo podem ser analisados por HPLC; ii) para que a
separagao ocorra os analitos devem ficar retidos na fase estacionaria e possuir
diferentes tempos de retencgao iii) A fase movel controla a separagédo: as melhores
condi¢gdes do método sao determinadas com base nos ajuste das quantidades e
gradientes da fase mével durante o tempo transcorrido de analise e iv) todo método
analitico possui suas ressalvas e limitagbes, cabendo ao pesquisador os ajustes
necessarios para tanto.?°

As vantagens da técnica de HPLC frente a outras técnicas sao: analise rapida
e precisa, operacao automatizada, detecgdo altamente sensivel (que depende do
equipamento utilizado), € adequada para diversos tipos de amostras e analitos. As
limitagdes sao: ndo possui detector universal, aplicavel a todos os tipos de amostra e
requer maiores treinamentos para operacao.2°

A determinacao de metilxantinas e polifendis em amostras de erva-mate, pode
ser realizada de diversas maneiras, contudo inumeros estudos descrevem técnicas
de cromatografica liquida em seus trabalhos.

Na literatura, em geral, a HPLC é vastamente utilizada para a determinagao de
compostos bioativos presentes em matrizes complexas, mesmo em extratos contendo
grande numero de compostos bioativos e termicamente instaveis.°

Oeling utilizou a cromatografia liquida em camada delgada de alta eficiéncia
(HPTLC) com detector ultravioleta (UV) para a determinagéo simultanea de cafeina,
teobromina e teofilina em diferentes alimentos. Analisou bebidas comercializadas na
Alemanha, que utilizam erva-mate em sua composicao e obteve concentragcdoes de

cafeina que variam entre 78 e 125mg L".3
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Kaltbach et. al., em 2020 obteve bons resultados no desenvolvimento de
métodos de alto rendimento para a avaliagdo de substancias bioativas majoritarias,
como cafeina, teobromina, compostos fendlicos e saponinas presentes em extratos
de cha-mate (llex paraguariensis) por meio de HPTLC. Avaliou também diferentes
tipos de extracao, utilizando extratos aquosos e metandlicos em diversas condigdes
de temperatura, tempo e pH.”

Os polifendis, como o ACG e seus isbmeros também podem ser determinados
isoladamente, como no estudo de Butiuk em 2016 que avaliou amostras de erva-mate
em diferentes etapas do processo de beneficiamento, utilizando cromatografia liquida
com detector de arranjo de diodos (DAD UV/VIS), por meio de extragdo aquosa a
quente.’

Em outras amostras, como em pimenta verde e vermelha de origem organica,
Rosa et. al. em 2020 publicou estudos sobre a determinagcdo de ACG e outros
compostos fendlicos como resveratrol, acido cumarico, rutina, luteolina, quercitina
entre outros, por meio da técnica de HPLC-DAD.30

Giusti et. al. em 2017 identificou e quantificou, em amostras de 36 legumes
como feijao, lentilha, grao-de-bico, ervilha e soja provenientes de diferentes paises,
14 polifendis e 2 antocianinas simultaneamente, usando HPLC-DAD entre eles ACG,
acido galico, rutina, resveratrol, entre outros. O conteudo total de polifendis analisados
variou de 3 mg kg™' (lentilha descascada) a 1630,5 mg kg™' (feijao).3"

Com técnicas de tecnologia mais avalgada, Ahmad et. al. (2020), determinou
metilxantinas em amostras comerciais de café e cha via cromatografia liquida de ultra-
alto desempenho (UHPLC). A UHPLC é usada como uma alternativa para HPLC,
possuindo maior resolugdo cromatografica, sensibilidade, menor uso de solvente e
tempo de analise. O estudo também avaliou o efeito da variagdo da temperatura e da
polaridade do solvente na extragcao de metilxantinas de diferentes amostras de cha e
café, no intuito de desenvolver um método eficiente em termos de alto rendimento e

tempo de analise.’®
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4 METODOLOGIA

4.1 AMOSTRAGEM

A amostra de erva-mate para matcha foi cedida pela empresa Inovamate
IndUstria e Comércio de erva-mate LTDA, de llépolis, RS. E comercializada pelo nome
de Matcha Matequero, sendo classificada pelo o Ministério da Agricultura, como p6 de
erva-mate. Seu processo produtivo esta descrito no item 3.2 desse trabalho, é
comercializada em embalagem de 100g, sendo composta por um unico ingrediente,
as folhas de erva-mate (llex paraguariensis) em p6 de granulometria fina (300um),

sem adigao de conservantes ou outros aditivos, como agucares, ervas ou chas.

4.2 EXTRAGAO DOS COMPOSTOS

As extragdes dos compostos foram realizadas em triplicata, utilizando um
equipamento de banho de ultrassom Unique (Indaiatuba, Brasil) de frequéncia 40kHz,
pesando-se cerca de 0,25g de amostra em balanga analitica Ohaus modelo
Adventurer (Pine Brook, EUA), utilizando 25mL de uma solugao extrativa etanol:agua,
43% de etanol (etanol de grau HPLC), na temperatura de 80°C, por 11,2 minutos,
utilizando balao volumétrico. O método foi adaptado com modificagdes com base nos
estudos de Santos (2018), que caracterizou os mesmos compostos bioativos em
questao, a partir de residuos do processamento de café, utilizando extragdo assistida
por ultrassom.3* Os extratos obtidos foram submetidos a filtragdo em membrana de
acetato de celulose 0,22pum, diluidos 1:4 com a solugédo extrativa (etanol:agua) e
analisados por HPLC-DAD. Para determinagado do ACG a amostra foi reinjetada com

diluicdo 1:20, para ajustar a concentragao a curva de calibragao.
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4.3 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DA CAFEINA, TEOBROMINA, ACG E
RUTINA

4.3.1 Preparo dos padroes e curvas analiticas

O conjunto de analitos foi identificado positivamente através do tempo de
retencdo obtido para cada padrao, sendo eles: teobromina (99% de pureza), cafeina
(99% de pureza), ACG (acido 5-cafeoilquinico 95% de pureza), rutina (95% de
pureza), todos da marca Sigma-Aldrich.

A quantificacdo dos compostos foi realizada por meio de calibragao externa,
utilizando os mesmos padrdes citados anteriormente.

As solucdes dos padrdes foram preparadas de forma isolada. Primeiramente
foi preparada uma solugdo mae de cada padrdo na concentragido de 50mg L' para
teobromina, 100mg L' para cafeina, 50mg L' para ACG e 150mg L' para rutina.
Posteriormente as aliquotas dessa solugao foram diluidas de modo a obter a seguinte
faixa de concentragdo: teobromina 0,5 a 5mg L™, cafeina: 10 a 100mg L', ACG de 2
a 20mg L' e rutina 20 a 150mg L-'. Foram realizadas leituras em triplicada para cada
ponto da curva, e a partir de média dos valores da area integrada, obtidos

experimentalmente, foi possivel construir a curva de calibracgao.

4.3.2 Instrumentacgao e condigoes do método

A separacao e quantificagcdo dos compostos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) utilizando um
cromatdégrafo liquido Shimadzu modelo 20-AD, com injetor automatico, degaseificador
de fase movel DGU-20A3 forno de aquecimento CTO-20A e detector de arranjo de
diodos SPD-M-202, que se encontra na sala CA 102, da central analitica da UFRGS.

Para a separacgao dos compostos foi utilizada uma coluna ZORBAX Bonus-PR
(4,6 x 250mm x 5,5um).

A ZORBAX Bonus-RP ¢ utilizada em fase reversa, é estavel em pH baixo e
médio, possui um grupo polar de amidas incorporado a uma longa cadeia de alquil.
Essa nova ligagéo reduz as interagdes entre os componentes basicos e o suporte de
silica, melhorando o formato de pico para os compostos basicos mais dificeis.3?
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As condigbes do método foram as seguintes: fluxo: 0,7mL min-', temperatura
do forno 29°C, volume de injecao 10uL. A fase movel A utilizada foi agua acidificada
com 0,5% acido férmico e fase B acetonitrila grau HPLC acidificada com 0,5% de
acido formico. As fases foram desgaseificadas e filtradas em membrana de éster
celulose 0,22um antes de serem utilizadas. O gradiente de analise utilizado foi: no
inicio 10% de B; 45 minutos 60% de B; 50 minutos 40% de B; 52 minutos 10% de B.

Os cromatogramas obtidos foram analisados e os picos cromatograficos
integrados em trés comprimentos de onda maximos, na faixa do UV: 272nm (maximo
de absorgdo da cafeina e teobromina), 326nm (maximo de absor¢do do ACG) e

354nm (maximo de absorg¢ao da rutina).
4.4 VALIDACAO

Os paradmetros de validagdo analisados foram linearidade ou coeficiente de
determinacao (r?), limite de detecgéo (LD) e quantificagédo (LQ).

O LD representa a menor concentracédo da substancia em exame que pode ser
detectada, mas n&o necessariamente quantificada utilizando um determinado
procedimento experimental. O LQ representa a menor concentragdo da substancia
em exame que pode ser medida, utilizando um determinado procedimento
experimental .33

Ambos os parametros de LQ e LD devem ser expressos em concentragao.

Os limites de deteccao e quantificacido foram calculados através do método
baseado nos pardmetros da curva analitica, conforme descrito por Ribani, etf. al.
utilizando Equagédo 1 e 2, respectivamente. Onde s € o erro-padrao relativo ao

coeficiente linear da curva analitica e S € a média da inclinagédo da curva.3

S
LD =33x < |1
x 2 [1]

LO =10 >
Q= x§[2]

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de calibracdo, construidas a partir dos padrdes, foram plotadas com

base nos resultados experimentais da resposta do cromatédgrafo (area integrada) e da
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concentragédo da solugdo do padrdo, expressa em mg L', conforme a Figura 6. Na
Tabela 2, encontram-se os dados referentes a linearidade da curva e os resultados
dos parametros de validagéo.

Tabela 2. Parametros avaliados e resultados obtidos para as curvas de calibragcao

Tempo
A Intervalo de
de LQ LD
Composto _ maximo concentracao R?
retengéo (mg L' (mglL")
(nm) (mg L")
(min)

Teobromina 6,929 272 0,5-5 0,9997 0,01 0,004
Cafeina 10,738 272 10-100 0,9988 0,17 0,06
ACG 16,210 326 2-20 0,9939 0,60 0,20
Rutina 20,788 354 20-150 0,9874 1,24 0,41

Fonte: A autora, 2021.
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Figura 6. Curva de calibracao dos padrdes teobromina, cafeina, ACG e rutina.
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Fonte: A autora, 2021.
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O método avaliado apresentou boa linearidade (r> > 0,99) nos intervalos de
concentragéo estudados, o que atende os parametros da Anvisa (r>>0,99) exceto para
o composto rutina que apresentou, coeficiente de determinagao abaixo de 0,99, mas,
que ainda assim, esta de acordo com os parametros aceitos pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) (r? > 0,90).33

Os resultados para limite de detecg¢ao e quantificacdo obtidos a partir dos dados
da curva analitica, sdo considerados adequados para a determinagcdo dos compostos
nas amostras estudadas, pois as concentragcdes nas amostras avaliadas sao
superiores aos limites determinados.

Os extratos da amostra de erva-mate para matcha (diluidos 1:4) obtidos através
da extragao assistida por ultrassom apresentaram-se limpidos e com coloragao verde
vivido, mantendo assim as caracteristicas do produto original, conforme apresentado
na Figura 7.

Figura 7. Extratos obtidos da erva-mate para matcha a partir de extragao por
ultrassom.

par
Fa

Fonte: A autora, 2021.

A amostra injetada, apresentou boa separacdo dos compostos, mostrando
picos isolados e de boa resolugdo. Todos os compostos analisados (teobromina,
cafeina, ACG e rutina) foram identificados positivamente na amostra, comparando a
presencga do pico com o tempo de retengao (tr) do padréo, conforme as Figuras 8,9 e
10. A Figura 11 mostra a sobreposicdo dos trés cromatogramas em diferentes
comprimentos de onda, a titulo de comparacgao. A quantificagao foi realizada utilizando
o comprimento de onda maximo de absorcio de cada padrao e a respectiva curva de

calibracao.
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Figura 8. Cromatograma da amostra de erva-mate para matcha, evidenciado a
separagao dos picos em 272nm. 1- Teobromina 2- Cafeina
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Fonte: A autora, 2021.

Figura 9. Cromatograma da amostra de erva mate para matcha, evidenciado a
separagao dos picos em 326nm. 3-ACG
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Fonte: A autora, 2021.
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Figura 10. Cromatograma da amostra de erva mate para matcha, evidenciado a separagao
dos picos em 354nm. 4- Rutina
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Fonte: A autora, 2021.

Figura 11. Cromatograma evidenciando os picos de separagdo dos compostos nos 3
comprimentos de onda em estudo (272, 326 e 354nm) da amostra de erva-mate para matcha.
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Fonte: A autora, 2021.

Através da equagao da reta de cada padrao, foi possivel determinar a
concentragdo do composto na amostra em unidades de mg L-'. Utilizando o valor da
massa exata de cada amostra, que foi realizada em balanga analitica e considerando
a diluicao e o volume de solvente da extracao foi possivel determinar a concentragao
dos compostos em mg g' de erva-mate para matcha. Os resultados obtidos estdo
apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Concentragdo dos compostos da erva-mate para matcha (mg g™) e figuras de
mérito avaliadas.

Amostra1* Amostra2* Amostra 3* Média Desvio

CV (%)
(mgg™) (mg g”) (mgg’) (mgg') padrio
Teobromina 2,03 1,99 2,05 2,01 0,03 1,48
Cafeina 26,9 26,5 27,2 26,9 0,36 1,36
ACG 61,3 55,3 60,3 59,0 3,22 5,45
Rutina 54,4 55,8 55,9 55,3 0,85 1,53

*Analise em triplicata da amostra de erva-mate para matcha.
Fonte: A autora, 2021.

A titulo de comparagao, foram extraidos e quantificados os mesmos
componentes em estudo, de duas amostras de erva-mate processada industrialmente
para chimarrdo: a erva-mate Bardo Premium e a Tradicional. Segundo o fabricante,
as duas ervas passam pelo mesmo processo de beneficiamento, diferindo unicamente
na composi¢ao. A erva-mate Premium, segundo a ervateira é elaborada com folhas
selecionadas.

Para a comparacédo, todos os materiais, reagentes, equipamentos e métodos
de extracdo e analise foram os mesmos que os utilizados para a amostra da erva-
mate para matcha, conforme descrito no item 4.3.2 desse trabalho. As curvas de
calibracdo usadas para quantificagdo também foram as mesmas. Os resultados da

média da concentragdo dos componentes em mg g' estdo apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4. Comparativo da média da concentragdo dos compostos da erva-mate para matcha
com a erva-mate para chimarrao Premium e a erva-mate para chimarrao Tradicional.

Média da concentragio (mg g')

Erva-mate para Erva-mate para

Composto Erva-mate para

chimarrao chimarrao
matcha

Premium Tradicional
Teobromina 2,01 £ 0,03 1,08 + 0,47 0,79 +0,34
Cafeina 26,9 + 0,36 16,05 + 0,99 11,6 +1,25
ACG 59,0+ 3,22 21,8 +0,76 22,1 +2,50
Rutina 55,3+0,85 7,18 +£0,18 6,59 + 0,47

Fonte: A autora, 2021.

Os valores encontrados para os compostos estdo de acordo com os disponiveis
na literatura, embora as concentragdes variem de acordo com as caracteristicas das
amostras, método de extracao e técnica de quantificagdo adotadas em cada trabalho.

Kaltbach, 2020 quantificou as metilxantinas como a teobromina e polifendis
como a rutina em bebidas a base de erva-mate e encontrou valores entre 1,13 a
2,28mg g' para teobromina e de até 6,59mg g-' de rutina.”

No trabalho de Malmann, os valores de cafeina em diferentes amostras de
erva-mate variam de 6,12 a 28,99mg g'.2

Butiuk, 2016 encontrou teores de ACG em folhas e caules de erva-mate variam
de 31,6 a 80,8 mgg'."

Todos os compostos encontrados na erva-mate para matcha também foram
encontrados na erva-mate processada para chimarrao.

Foram observados valores mais altos, para todos os compostos presentes na
erva-mate para matcha, quando comparadas ao produto processado industrialmente
para chimarrao.

O ACG foi o composto encontrado em maior quantidade na erva-mate para
matcha, sendo seu valor aproximadamente 2,7 vezes maior do que a erva-mate para
chimarrao tradicional.

A rutina foi o composto que mais obteve diferenca na concentracdo na
comparagao da erva-mate para matcha com a erva-mate para chimarrao, chegando a

ordem de aproximadamente 8,4 vezes maior no produto processado para matcha.
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Essa diferenca de concentragcdo pode ser atribuida ao processamento e
caracteristicas fisicas dos produtos finais. Por ser de granulometria mais fina, a area
da superficie da erva-mate para matcha é maior, facilitando assim a extracdo dos
compostos bioativos. Outros fatores também podem estar ligados, ao clima, condi¢des
geograficas e modo de cultivo da planta. Também a proporgao entre caule e folhas
presentes na composi¢cao do produto pode variar, influenciando assim a concentracao
dos compostos.

Na Figura 12 é possivel visualizar nos dados de concentragdo dos compostos

na forma de grafico.

Figura 12. Grafico comparativo da concentragdo dos compostos teobromina, cafeina, ACG
e rutina na erva-mate para matcha, erva-mate para chimarrdao Premium e erva-mate para
chimarréo tradicional.
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Fonte: A autora, 2021.

Para avaliar se existem diferengas significativas entre a concentragdo dos
compostos nos trés diferentes produtos foram realizados dois testes estatisticos: o
teste de analise de variancia (ANOVA) e em seguida, com base nos resultados do

primeiro, o teste de Tuckey.
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A ANOVA, é uma analise realizada entre duas ou mais populagdes que permite
avaliar o efeito dos fatores sobre a média da variavel resposta e comparar os efeitos
dos diferentes tratamentos sobre a média da variavel resposta.3®

O teste foi realizado utilizando o software Microsoft Excel, com significancia 5%
(a=0,05).

O resultado do teste de ANOVA encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados estatisticos do teste ANOVA

ANOVA
Qm
Fonte de Graus de
L . (quadrado F F critico
variacao liberdade L
médio)
Amostra 2 2486,195 2651,25 3,40
Coluna 3 1692,026 1804,36 3,01
Interacdes 6 473,6745 505,12 2,51
Dentro (residuo) 24 0,937744

Fonte: A autora, 2021.

Quando a analise de variancia é realizada em um experimento com apenas
dois tratamentos, podemos visualizar apenas pelos valores de F e F-critico se existem
diferengas entre os tratamentos (se F>F-critico existem diferencas significativas entre
os tratamentos). Contudo, quando ha mais de dois tratamentos € necessario aplicar
um teste de comparacado de médias dos tratamentos, para concluir se ha diferengas
significativas entre eles.

O teste de Tuckey, pode ser utilizado para comparar todo e qualquer contraste
entre duas ou mais médias de tratamentos. O teste é exato e de uso muito simples
quando o numero de repeticbes € o mesmo para todos os tratamentos.36

Para o teste de Tuckey, foi calculada a diferengca minima significativa (dms),
conforme a Equacéo 3, utilizando para tanto os dados do resultado da ANOVA e dados

tabelados.

qgmr

dms = q

[3]

T
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Onde, q é o valor tabelado por Tuckey em fungdo do numero de tratamentos e
dos graus de liberdade do residuo, gmr € o quadrado médio do residuo da analise de
variancia e r € o numero de repeticoes de cada um dos tratamentos.

De acordo com o teste, o resultado das médias é estatisticamente diferente
toda vez que o valor absoluto da diferenga entre elas for igual ou maior que o valor da
dms.36

A concentracdo dos compostos na erva-mate para matcha foi comparada
estatisticamente com as concentragdes erva-mate Premium e Tradicional, ambas
destinadas para o preparo do chimarrdao. Também foi realizado o comparativo
estatistico entre as duas ervas-mates para chimarrdo. Os resultados do teste

estatistico de Tuckey, estdo na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados do teste estatistico de Tuckey

Dms calculada = 1,97

Teobromina Cafeina ACG Rutina

Matcha — Premium 0,94 @ 10,8 ° 37,2° 48,2 °
Matcha -Tradicional 1,232 15,3 P 36,9° 48,8 °
Premium - Tradicional 0,292 4,45° 0,302 0,592

2 sem diferenca significativa ° com diferenca significativa
Fonte: A autora, 2021.

Com base nos resultados podemos observar que apenas a concentracdo de
teobromina na erva-mate para matcha nao obteve diferenga significativa quando
comparada as duas ervas para chimarrdo. As concentragoes de ACG e rutina tiveram
diferencga significativas na comparagao erva-mate para matcha com ervas-mates para
chimarrdo. E as concentragdes de cafeina tiveram diferengas significativas em todos

0Ss grupos avaliados.

6 CUSTOS DO PROJETO

Os custos do desenvolvimento de um método analitico, extracdo e
quantificacdo de compostos bioativos de uma matriz sélida, como realizado nesse

trabalho, sdo bastante complexos e envolvem diversos parametros, como: o
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investimento inicial e a amortizagdo do valor do equipamento (cromatdgrafo),
equipamento de ultrassom (utilizado nas extragdes), balanga, micropipetadores,
purificador de agua, computadores, manutengdes, despesas com profissional ou
equipe de especialistas técnicos que trabalham na pesquisa e testagem do método,
além dos gastos com reagentes (padrbes, solventes), consumiveis (colunas
cromatografica e membranas), vidrarias, consumo energético, entre outros.

Para estimativa dos custos do projeto, os custos com os equipamentos e
manutengdo n&o serdo realizados, bem como o de vidrarias e da coluna, pois esses
sao de uso comum do laboratério CA102 da UFRGS. O custo com os profissionais,
também nao foi considerado, pois esse trabalho foi realizado apenas com estudantes
e professores. Para esse trabalho, sera realizada uma avalicdo dos custos de material
e reagentes que foram utilizados exclusivamente para esse estudo.

Primeiramente foi realizado um levantamento de valores de materiais,
solventes e padrbes necessarios para a realizacao de todo o trabalho, incluindo curvas
de calibracdo, extracdo e quantificacdo dos compostos. A cotacao foi realizada em
outubro de 2021 no site da empresa Pro-Analise de Porto Alegre, RS e no site da
empresa Sigma-Aldrich.

Os valores foram calculados proporcionalmente, considerando 10% a mais
para os solventes, atribuidas a perdas no processo, estabilizacido do equipamento,
testes e outros. A proporcéo levou em conta a quantidade utilizada de cada material,
visto que o montante remanescente (da embalagem comprada) dos produtos e
reagentes podem ser utilizados para outras atividades do laboratério CA102 da
UFRGS e nao foram comprados com destino exclusivo para esse trabalho.

Os dados da estimativa de custos estdo a apresentado na Tabela 7.
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Tabela 7. Avaliacdo de custos para o desenvolvimento do projeto tecnoldgico

Parte | - Reagentes

Custo
Tamanho da Quantidade .
Reagente Preco (R$) Proporcional
embalagem utilizada
(R$)
Acetonitrila 05 051 205.70
grau HPLC ’ 935,00 | |
Etanol grau 1,0L 0,1L 81,21
HPLC ’ 738,65 , ,
Acido férmico foL 00 503
) ) 5 )
(98%) 266,79
Parte Il. Consumiveis
Custo
Tamanho da Quantidade
Consumivel Preco (R$) . Proporcional
embalagem utilizada
(R$)
Unidade filtrante em
acetato celulose Caixa com
25mm 0,22um, 3231,77 9 116,34
COrpo em pvc, 250 unidades
hidrofilico, nao
estéril. (Millipore)
Membrana filtrante .
acetato celulose Caixa com 42196 2 8.45

47mm 0,22 ym
(Millipore)

100 unidades
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Parte lll. Padroes

Custo
Padrdo Sigma- Tamanho da Quantidade ]
] Preco (R$) . Proporcional
Aldrich embalagem utilizada
(R$)
Cafeina 1kg 407,00 100mg 0,04
Teobromina 25¢g 383,00 50mg 0,77
5-CGA 19 1.074,00 50mg 53,70
Rutina 50mg 1.475,00 25mg 737,50
Parte IV — Custos com energia elétrica
Consumo Preco por Tempo
Equipamentos Custo (R$)
(kWh) hora (R$)* utilizado (h)
HPLC-DAD 4,3 9,49 50 474,50

*Tarifa bandeira vermelha agosto 2021

Fonte: A autora, 2021.

A estimativa do custo total do projeto foi de R$1681,14. Levando-se em conta
que foram analisadas 3 amostras, todas elas em triplicata, o valor do custo por analise,
para quantificacdo dos compostos teobromina, cafeina, ACG e rutina em erva-mate
foi de R$156,39. Contudo, sabe-se que esse valor é consideravelmente maior em

funcao dos custos mencionados que nao foram contabilizados nesse trabalho.

7 CONCLUSAO

A quantificagdo dos compostos bioativos teobromina, cafeina, ACG e rutina na
erva-mate para matcha por HPLC apresentou resultados superiores em todos os
aspectos avaliados e significativamente diferentes, na comparagédo com a erva-mate
para chimarrdo exceto para a teobromina, através da analise estatistica pelo método
ANOVA e Tuckey.

O método HPLC, utilizando padrdes analiticos para calibragao externa, mostrou
ser adequado para a analise quantitativa, dentro dos critérios de validagao avaliados.

A diferenca entre os resultados obtidos na concentracdo dos compostos na

erva-mate para matcha em comparagado com a erva-mate tradicional para chimarrao,
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foi atribuida principalmente ao tipo de processamento, que é exclusivo da producao
desse produto. Contudo, como sugestdo para trabalhos futuros, uma avaliagdo de
outros critérios podem ser avaliadas como o clima, condigdes geograficas, modo de
cultivo da planta, proporgéo entre caule e folhas do produto, envelhecimento da folha,

entre outros.
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