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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE UM METODO POR
CROMATOGRAFIA LIQUIDA PARA A AVALIACAO QUALITATIVA,
QUANTITATIVA E QUIMIOMETRICA DE EXTRATOS DE llex paraguariensis

A utilizacdo de produtos naturais com fins terapéuticos ou nutracéuticos € crescente na
sociedade brasileira devido a facilidade de acesso a estes. Entretanto o uso indiscriminado ou
sem uma correta identificacdo da espéecie vegetal que se esta utilizando pode se apresentar como
um risco ao usudrio. Desta forma estudos fitoquimicos, farmacoldgicos e principalmente o
desenvolvimento de métodos analiticos de controle da qualidade destes produtos e seus extratos
se constituem em ac¢des importantes para se garantir a confiabilidade dos mesmos. Desta forma,
é necessario que a avaliacdo da qualidade de matérias-primas vegetais seja consistente e
respalde sua identidade e qualidade. A erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil. -
Aquifoliaceae) é uma espécie vegetal nativa do sul do Brasil, muito consumida como bebida
estimulante e vem se apresentando como uma matéria prima de grande valor econémico devido
ao crescente interesse das industrias de medicamentos, cosmeticos e alimentos em decorréncia
principalmente do seu potencial antioxidante, estimulante e lipolitico. A Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) é um método rapido e eficiente para a avaliacdo qualitativa e
quantitativa de plantas medicinais e seus extratos e o desenvolvimento de métodos analiticos
para avaliacdo da sua qualidade se constitui em uma agdo necessaria a ser empregada no
controle de qualidade de indUstrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. Para as industrias,
a abordagem Quality by Design — que prop0e a criacdo de um desenho experimental que avalia
simultaneamente multiplos fatores relevantes para a eficiéncia da separacdo — se constitui em
uma alternativa de estudo a otimizacao classica de métodos por CLAE, pois permite que mais
variaveis sejam avaliadas em um menor tempo e com maior eficiéncia. Desta forma, foi objetivo
deste trabalho realizar um estudo fatorial das principais variaveis que podem interferir na
otimizagdo de um método cromatografico para extratos vegetais e assim propor o
desenvolvimento de um método analitico. Num primeiro momento, foram avaliadas a fase
estaciondria, faixa de pH, tipo de modificador orgénico e o tempo de corrida. Numa segunda
etapa, foram avaliados o valor exato de pH, a concentracdo final do modificador organico, a
temperatura e o fluxo. O método desenvolvido foi utilizado para avaliacdo das caracteristicas
qguimicas de sete amostras comerciais de erva mate obtidas no comércio da cidade de Ponta
Grossa. O cromatograma fingerprint foi utilizado para a realizagdo de um estudo quimiomeétrico
que permitiu classificar as amostras quanto a semelhancas e diferengas quimicas decorrentes da
regido de plantio, procedimento de processamento empregado e solvente extrator usado. Ainda,
a corrida cromatografica obtida possibilitou avaliacdo quantitativa de trés marcadores quimicos
(&cido clorogénico, cafeina e teobromina). Os teores dos marcadores encontrados nas amostras
avaliadas, através do método cromatografico validado variaram entre as amostras de extrato
aquoso (A) e hidroalcoolico (H), devido a diferenga de potencial extrativo entre esses
solventes/procedimentos. O maior teor de cafeina foi encontrado na amostra 5 (92, 7 mg/100 g
de folhas secas (A) e 349,19 mg/100g (H)). A mesma amostra apresentou 0 menor teor de
teobromina no extrato hidroalcodlico (45,88 mg/100g), provavelmente porque as duas xantinas
dividem a mesma rota de biossintese. O acido clorogénico foi encontrado em maior proporgéo
na amostra 2 (388,15 mg/100g (H) e 110,42 mg/100g (A)). Os achados deste estudo refor¢cam
0 uso da cromatografia liquida, como um método analitico que associado a ferramentas
estatisticas possibilitam incrementar as estratégias de controle de qualidade da erva-mate
enquanto matéria-prima vegetal.

Palavras-chave: llex paraguariensis, CLAE, quimiometria, fingerprint, Quality by Design.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A LIQUID CHROMATOGRAPHY
METHOD FOR THE QUALITATIVE, QUANTITATIVE AND CHEMOMETRIC
EVALUATION OF llex paraguariensis EXTRACTS
The use of natural products with therapeutic or nutraceutical purposes is growing in the
brazilian society, due the easily access to this. However, the indiscriminate use or use of
wrongly identified species represent a risk of the user. Thus, phytochemical and
pharmacological studies, and the development of analytical methods to the quality control of
these products are important actions to ensure the reliability of them. Thus, it is necessary a
consistent quality evaluation of vegetal raw materials, that endorse its identity and quality. The
erva-mate (llex paraguariensis A.St.-Hil. - Aquifoliaceae) is a south brazilian native specie,
heavily consumed as stimulant drink. This plant have presented a great economic value as raw
material, due the growing interest of the cosmetic and pharmaceutical industries, mainly arising
the stimulant, antioxidant and lipolytic potential. The high performance liquid chromatography
(HPLC) is a fast and efficient method to the qualitative and quantitative evaluation of medicinal
plants and its extracts. The development of analytical methods to quality control of these
materials is a necessary action for the pharmaceutical, cosmetic and food industries. To the
industries, the Quality by Design approach — that proposes the creation of a design of
experiments (DOE) that evaluate simultaneously many relevant factors to the separation
efficiency — is an alternative to the classic optimization of HPLC methods, because allows the
efficient evaluation of more variables in a short time. In this sense, the aim of this work was
realize a factorial study (QbD-DOE) of the main variables that may affect the optimization of
a chromatographic method to vegetal extracts, and proposes the development of an analytical
method. Were analyzed many relevant factors to the resolution of the chromatographic bands.
In a first step, were evaluated the stationary phase, pH range, organic modifier type and the
gradient time. In a second stage, was evaluated de pH value, final % of organic modifier,
temperature and flow rate. The developed method was used to the evaluation of chemical
characteristics of seven commercial samples of erva-mate obtained in the market of Ponta
Grossa. The fingerprint was employed in a chemometric study, that allowed classify the
samples according the chemical profiles, arising of plantation place, processment and extractor
solvent. Yet, the obtained chromatographic run enabled the quantitative analysis of three
chemical markers (chlorogenic acid, caffeine and theobromine). The contents of the markers
founded by the validated method in the evaluated samples were different between aqueous (A)
and hydroethanolic (H) extracts, due the differences on extraction potential of these
solvents/procedures. The biggest content of caffeine were founded in the sample 5 (92.7 mg/100
g of dry leaves (A) and 349.19 mg/100g (H)). The same sample presented the least content of
theobromine, in hydroethanolic extract (45.88 mg/100g), probably because the both xanthines
are sourced of the same biosynthetic route. The chlorogenic acid were founded in highest
proportion in the sample 2 (388.15 mg/100g (H) and 110.42 mg/100g (H)). The findings of this
study reinforce the use of liquid chromatography as an analytical method, that associated to
statistical tools may increase the strategies of erva-mate quality control, as vegetal raw material.

Keywords: llex paraguariensis, HPLC, chemometrics, chemometrics, Quality by Design.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o uso de plantas medicinais e/ou fitoterdpicos como recurso
terapéutico para o tratamento de distdrbios menores tem sido expressivo, devido,
principalmente, ao baixo custo, facil acesso desses produtos pela populacdo e divulgacdo
publicitaria na midia (MACHADO, 2007; COUTINHO, 2009).

Substancias bioativas estdo presentes em diversas matrizes vegetais (entre alimentos
funcionais e plantas medicinais), envolvendo caules, folhas, raizes, flores, entre outros. Sua
importancia ndo reside somente no consumo dos mesmos in natura, mas também na obtengéo
de extratos e no isolamento de substancias potencialmente uteis em formulagdes farmacéuticas,
cosmeéticas e alimenticias, mercado no qual a indastria tem investido muito (PEREIRA, 2012).

Esta Gltima afirmativa se torna mais relevante quando se observam estimativas atuais
que demonstram que 44% do arsenal terapéutico mundial € originado a partir de produtos
naturais (SIANI; MICHILES, 2005; BRAZ-FILHO, 2010; TREVISAN, 2010).

Contudo, para gque se garantam a efetividade e seguranca desses produtos, & importante
gue sejam realizadas rotinas consistentes de avaliacdo da sua qualidade, pois as plantas
medicinais e 0s produtos oriundos destas (extratos ou  medicamentos
fitoterapicos/nutracéuticos) podem apresentar uma grande variabilidade quimica. Fatores como
a regido de cultivo, alteracdes da temperatura, umidade relativa, tempo de exposic¢do ao sol,
regime de ventos e tipo de solo podem influenciar a producdo das substancias bioativas de
interesse, assim como a variabilidade genética, que envolve situaces em que plantas da mesma
espécie podem diferir consideravelmente em sua composicdo quimica devido a polinizacdo
cruzada de plantas silvestres (YARIWAKE et al. 2005; ROSSATO et al., 2006).

Para a avaliagdo quimica (qualitativa ou quantitativa) dos constituintes do metabolismo
secundario dos vegetais podem ser empregadas metodologias como cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia em coluna (CC), cromatografia planar preparativa (CPP),
cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) que podem ser
associadas a técnicas espectrais, como ultravioleta (UV), infravermelho (IV), ressonancia
magnética nuclear (RMN) e espectrometria de massas (EM) para elevar sua eficiéncia analitica
(CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Quando, além deste estudo quimico, agregam-se modelos biolégicos na avaliagdo da
qualidade (eficacia terapéutica) destes produtos, possibilita-se o incremento das informacdes

cientificas sobre estes materiais.
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Dentre as técnicas quimicas comumente empregadas para a avaliacdo de plantas
medicinais, destaca-se a CLAE, que permite a obtencdo de cromatogramas fingerprint, dados
que exploram adequadamente a complexidade dos extratos vegetais. Os inumeros dados obtidos
a partir destes cromatogramas podem ser analisados através do uso de técnicas quimiométricas,
que permitem a classificagdo de amostras de acordo com suas semelhancas ou diferencas e,
ainda, determinar propriedades de interesse.

Estas metodologias sdo empregadas para o controle de qualidade de drogas vegetais por
instituicbes como o Food and Drug Administration (FDA) e European Medicines Agency
(EMEA) (LIANG; XIE; CHAN, 2004). Varios estudos ja foram realizados e comprovam a
utilidade da técnica nesta forma de avaliacdo (BELTRAME et al.,2006; CHEN et al., 2008;
PENG et al., 2011; PAN et al.,2011; MARTINS; PEREIRA-FILHO; CASS, 2011).

Por outro lado, destaca-se a importancia de determinar marcadores quimiotaxonémicos
nas especies vegetais, a fim de corroborar a avaliacdo qualitativa. Estes marcadores tratam-se
de pequenas moléculas que representam o ritmo metabdlico de determinada espécie, que
interfere quantitativamente e qualitativamente na producdo de metabdlitos secundarios
(GOBBO-NETO et al., 2005). Os metabdlitos secundarios sdo 0s principais responsaveis pela
atividade bioldgica, de forma que a determinacdo quantitativa dos mesmos torna-se um
parametro de qualidade diretamente relacionado a eficicia de determinado extrato vegetal
(ALVARENGA et al., 2009).

Dentro deste contexto a erva-mate é uma espécie vegetal caracteristica do sul do Brasil,
descrita botanicamente por Auguste Saint Hilaire em 1822, denominada cientificamente como
llex paraguariensis e pertencente a familia Aquifoliaceae (FORZZA, 2010).

Trata-se de uma arvore cujo caule pode chegar a 50 cm de didametro, com ramos
cilindricos ou semicilindricos, atingindo usualmente de 2 a 7 metros de altura. Possui folhas
subcoriaceas até coriaceas de peciolo curto e tamanho médio de 8 a 10 cm de comprimento e 4
a5 cm de largura (CANSIAN, 2003).

A erva-mate é muito consumida no sul do Brasil na forma bebida quente conhecida por
“chimarrdao”, uma bebida fria chamada “tereré”, ou mesmo sob a forma de cha. Além do
consumo popular como bebida estimulante, as industrias farmacéuticas, alimenticias e
cosméticas tém se interessado nas propriedades bioativas de compostos presentes nesta espécie.

Caracteriza-se quimicamente pela presenca de metabdlitos secundarios como as
saponinas, polifendis e metilxantinas, sendo 0s mais abundantes os &cidos fendlicos
(GNOATTO et al.,, 2007; MATSUMOTO, 2008; ISOLABELLA et al., 2010). Estes

componentes sdo responsaveis pelas atividades estimulante e antioxidante, hd muito tempo
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reconhecidas e exploradas (GNOATTO et al., 2007; MATSUMOTO, 2008). Além dessas, vem
sendo estudadas a atividade citotoxica, antimicrobiana, anti-inflamatdria, antidiabética, anti-
obesidade (MATSUMOTO, 2008; WNUK et al., 2009; ARCARI et al., 2011; BURRIS et al.,
2011; BOAVENTURA et al., 2012; KANG et al., 2012), além dos efeitos no aprendizado e
memoria (PREDIGER et al., 2008) e as propriedades das saponinas em aplica¢des tecnoldgicas
(CANTO, 2007).

Levando em consideracdo as informacdes apresentadas, respalda-se a importancia da
avaliacdo coerente da qualidade de plantas medicinais, no intuito de assegurar a eficacia de
fitoterapicos ou demais produtos preparados a partir de matérias-primas vegetais. A diversidade
de metodologias disponiveis com o avango tecnolégico possibilita o desenvolvimento de
métodos para a avaliacdo rapida, eficiente e viavel na pratica dos laboratorios de controle de
qualidade. Justifica-se tal estudo envolvendo a erva-mate devido ao seu potencial terapéutico e

promissora utilidade na area farmacéutica, alimenticia e cosmética.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A partir da década de 80, a CLAE passou a se popularizar, o que refletiu no aumento de
publicacdes cientificas envolvendo o emprego da técnica. Em 1983, Verpoorte e colaboradores
publicaram um estudo demonstrando a eficiéncia de separacdo de alcaloides quinolinicos
provenientes do género Cinchona através da CLAE, comparativamente a técnicas mais simples,
como a cromatografia em camada delgada (CCD). Os autores empregaram fase normal e néo
conseguiram a separacao completa de todos os oito alcaloides de interesse, mas demonstraram
as vantagens do método em relacéo a CCD.

Lin e Xu (1984) realizaram ensaios cromatograficos para a separacdo de oito
sapogeninas esteroidais utilizadas para a producdo de importantes farmacos esteroides. Os
autores cromatografaram as amostras em fase normal e reversa e observaram que ambas as
condicdes foram capazes de promover a separacao adequada das substancias. O estudo concluiu
também que os grupos quimicos foram fatores relevantes na polaridade das moléculas sendo,
portanto, determinantes da retencdo das mesmas no sistema cromatogréafico.

No contexto mais recente, inimeras fases estacionarias e sistemas cromatogréaficos estao
disponiveis, oferecendo grande versatilidade no desenvolvimento dos métodos de analise,
permitindo a aplicacdo da CLAE em varias areas da ciéncia. Wang e colaboradores (2011)
desenvolveram e validaram um método cromatografico para a deteccdo e quantificacdo de
farmacos residuais em aguas naturais e tratadas do estado de Missouri (EUA). Através da
deteccdo por espectrometria de massas, foi possivel avaliar simultaneamente 16 farmacos e
validar o método. Os autores concluiram que, com excecdo da cafeina, todas as demais
substancias, quando presentes, estavam em baixissimas concentragdes.

Wu e colaboradores (2012) utilizaram CLAE para determinar a farmacocinética da
catequina e epicatequina, importantes mondmeros de flavonoides, ocorrentes abundantemente
em produtos naturais. Os autores utilizaram um cromatografo acoplado a um detector de
quimioluminescéncia e puderam determinar quantitativamente os farmacos apos liberacao
cerebral in vivo. Pardmetros farmacocinéticos como a area sob a curva (ASC) foram calculados
e os resultados permitiram reforcar os indicios do efeito neuroprotetor associado a essas
substancias.

Em outro aspecto, Xu e colaboradores (2012) utilizaram CLAE acoplado a

espectrometria de massas para detectar espécies de DNA triplex (um tipo de &cido nucleico
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estruturado em tripla hélice) em amostras complexas. Os autores ressaltam que embora existam
outras técnicas eficientes na detec¢do do produto, a CLAE apresenta-se como uma poderosa
ferramenta quando se tratam de amostras desconhecidas e de elevada complexidade.

Os chamados cromatogramas fingerprint sdo como impressdes digitais das espécies
vegetais, isto &, representam um perfil quimico de toda a composicdo detectavel no extrato
bruto, consistindo numa analise mais completa do que a pesquisa e/ou quantificacao de alguns
marcadores quimicos (XU et al., 2006).

Um fingerprint pode ser obtido a partir de diversas técnicas analiticas, desde os métodos
de separacdo, como a cromatografia, até as metodologias hifenadas, que envolvem a associa¢ao
destes citados com técnicas espectrais, como por exemplo, a espectrometria de massas. O
objetivo da andlise, neste caso, ndo é identificar cada composto detectado, mas comparar
diferentes perfis metabdlicos em funcédo de determinada resposta (CABRAL, 2010).

Esses dados fornecem informacgdes importantes ao controle de qualidade de plantas
medicinais e tém sido Uteis na autenticacdo das mesmas. Essas analises foram introduzidas pela
Organizacdo Mundial de Salde e vem sendo recomendadas por Orgdos regulatorios
internacionais como o Food and Drug Administration (FDA)e o European Agency for the
Evaluation of the Medicinal Products (EMEA) (ALAERTS et al., 2007)

Pellati, Orlandini e Benvenuti (2012) utilizaram CLAE e dois tipos de detectores —
arranjo de diodos e espectrometro de massas — para a obtencdo do fingerprint metabdlico e
avaliacdo simultanea dos compostos polares e apolares de Echinacea pallida. O estudo
demonstra a deteccdo e quantificacdo do acido cafeico e derivados, além de polienos e
poliacetilenos. O método foi validado e passou a representar uma estratégia para a padronizacdo
e controle da qualidade de extratos contendo E. pallida.

No mesmo sentido, Li e colaboradores (2010) desenvolveram e validaram um método
cromatografico para a avaliagdo combinada do fingerprint e analise quantitativa de nove
marcadores quimicos para o controle de qualidade de um produto chamado Yqing (uma mistura
de extratos vegetais). Trata-se do primeiro estudo relatando ensaios que demonstram diferencas
no produto obtido de diferentes fabricantes. Os autores concluem que o fingerprint é uma
poderosa ferramenta de comparagéo, enquanto que a avaliagdo quantitativa eleva a consisténcia
da avaliacdo da qualidade, por levar em consideracdo marcadores das diversas espécies
presentes na composicao do produto.

Posteriormente, Yang e colaboradores (2011) também validaram um método combinado
para a avaliagcdo quantitativa e dos fingerprints de um produto tipico da medicina tradicional

chinesa (MTC), chamado Shuang-Huang-lian (SHL). No fingerprint, 45 picos foram
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selecionados como as bandas comuns para avaliar a similaridade entre as amostras obtidas de
diferentes fabricantes. Onze metabdlitos foram quantificados, como o &cido clorogénico, acido
cafeico, rutina e outros polifendlicos. Os autores apresentam no estudo o primeiro método do
género para a avaliacdo da qualidade de formulacgdes orais do SHL e concluiram que se trata de
um método que fornece grande quantidade de informacdes, ao passo que é simples e rapido.

Ding e colaboradores (2011) desenvolveram um método simples e rapido para a
obtencéo de fingerprints, no objetivo de caracterizar preparacdes medicinais a base de cascas e
ramos de canela, originaria de trés diferentes paises (China, Vietnd e Indonésia). Ao mesmo
tempo, foram quantificados os sete principais metabdlitos relacionados a atividade biolégica
atribuida a espécie. Os autores observaram diferenca significativa no teor de acido cinamico
entre os 6rgdos do vegetal e salientam que este dado quantitativo é util para verificar o
engquadramento das amostras no que regulamenta a legislacdo, mas ndo é suficiente para
discriminar as amostras. Entretanto, através da comparacdo da similaridade entre o0s
cromatogramas de cada amostra, obtiveram-se dois grupos distintos, um correspondendo a
casca e 0 outro aos ramos de canela, sugerindo que ha variacdo na composi¢do quimica entre
eles.

Ainda tratando do controle de qualidade, Arceusz e Mesolowski (2013) compararam 0s
fingerprints de diferentes amostras comerciais de Melissa officinalis, além de quantificar os
marcadores quimicos mais relevantes para a atividade farmacolégica, concluindo também a
eficiéncia do método no monitoramento da qualidade do produto analisado.

Outra abordagem para o qual o cromatograma fingerprint se destaca esta no trabalho de
Wang, Wang e Kong (2012), que desenvolveram um trabalho neste sentido no intuito de criar
um padrdo de reconhecimento para diferenciar duas espécies Epimedium wushanense e
Epimedium koreanum. O método foi capaz de diferenciar as espécies e classificar as amostras
de cada uma em grupos distintos, e 0s autores concluem que esta estratégia € potencialmente
util para a determinacéo da autenticidade de plantas medicinais.

Marrassini, Anesini e Ferraro (2011) obtiveram o fingerprint de Tilia x viridis através
de CLAE para a determinagéo do perfil fitoquimico, somado a quantificacdo de polifenodlicos
totais por espectrofotometria. Estes ensaios participaram do biomonitoramento das atividades
antioxidante e antiproliferativas estudadas na espécie. Os autores concluiram que 0os compostos
polifendlicos detectados na CLAE-DAD e na espectrofotometria foram os responsaveis pela
atividade antioxidante mensurada e relatada pela primeira vez na espécie. A atividade
antioxidante, por sua vez, estd envolvida no mecanismo antiproliferativo contra células de

linfoma.
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2.2 Quimiometria

2.2.1 Otimizacéo cromatografica e planejamento fatorial de experimentos

A otimizacdo das condicdes de cromatografia liquida de alta eficiéncia sob a maneira
classica se da conforme sugerido por Snyder e Dolan (1996). Inicia-se o desenvolvimento do
método com um gradiente linear exploratorio, isto €, uma corrida de 60 minutos onde o solvente
organico (B) varia de 5 a 100%, gerando uma inclinacdo equivalente a 1,58 %B/min. A partir
do cromatograma obtido, o analista avalia e propde melhorias variando fase mével, vazdo,
gradiente, coluna, temperatura, entre outros fatores que alteram a seletividade e eficiéncia do
método. O objetivo final € obter um cromatograma com o maior nimero de bandas possivel e
melhor resolucéo, em curto periodo de tempo.

Uma das dificuldades no que diz respeito a etapa de otimizacdo reside no fato que uma
diversidade de fatores precisa ser considerada para a eficiéncia da separacdo analitica.
Caracteristicas como o fluxo, tamanho da particula da fase estacionaria, tipo e comprimento da
coluna, composicdo e pH da fase mével, duracdo do gradiente, temperatura, entre outros,
influenciam diretamente no perfil de separacdo cromatografica (MARTINS; PEREIRA FILHO;
CASS, 2011).

Para Berridge (1987) esses fatores podem ser divididos em dois grupos: aqueles que
podem ser controlados e os que ndo podem ser controlados (Figura 1). Os primeiros
correspondem a parametros que sao ajustados no desenvolvimento do método cromatografico.
Entretanto, existe uma pequena proporcao de erro nas analises que se relaciona a caracteristicas
de desempenho do equipamento e da coluna cromatografica, as quais o analista ndo consegue
modificar. Para o autor, esses fatores devem ser levados em consideracéo, e a otimizagéo deve
seguir alguma estratégia sistematica, que facilite a visualizacdo de cada efeito na resposta

esperada.
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Figura 1 — Fatores controlaveis e ndo controlaveis na otimizacao cromatografica. Fonte:
traduzido de BERRIDGE, 1987.

Entre as técnicas para a avaliacdo sistematica e planejamento de experimentos,
encontram-se 0os modelos de planejamento fatorial. Esta alternativa € Gtil para a fase inicial de
desenvolvimento e otimizacdo de processos, quando se deseja detectar os fatores mais
importantes e seus efeitos sobre a variavel resposta escolhida. Também é possivel analisar a
interacdo entre esses fatores e avaliar estatisticamente sua relevancia na modulagéo da resposta
(GALDAMEZ, 2002).

Um estudo fatorial envolve um arranjo experimental onde sdo testadas todas as
combinagbes possiveis ente os fatores e niveis avaliados. Os fatores correspondem aos
parametros responsaveis pela modulacdo da resposta. Para que os efeitos desses fatores possam
ser avaliados, € necessario que se manipulem os valores, ou seja, 0 minimo de niveis estudados
deve ser dois. Desta forma, o estudo fatorial mais simples é o modelo 22 (Tabela 1). Levando
em consideracio o modelo 2X = n, onde 2 é o numero de niveis, ko nGmero de variaveis ou
fatores e no nimero de experimentos, conclui-se que o modelo 22 avalia em quatro experimentos
dois fatores e dois niveis (MONTGOMERY, 1991).

Tabela 1 — Exemplo de matriz de planejamento fatorial 22.
Ensaio Fator A Fator B Resposta

1 + + Y4
2 - + Y3
3 + - Y2
4 - - y1
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A partir de uma matriz de planejamento 22 permite-se obter as repostas para todas as
combinagdes entre os dois fatores e os dois niveis estudados, totalizando no minimo quatro
experimentos. No entanto, a determinacdo experimental ndo precisa reduzir-se a esta
quantidade, pois é muito importante que se repliquem os resultados, permitindo a analise de
variancia dos mesmos (BARROS NETO; SCARMINIO, BRUNS, 2001).

(132

Na Tabela 1, os niveis estdo codificados como “+” para o nivel alto e “-” para o nivel
baixo de cada variavel. Os niveis altos e baixos serdo arbitrados pelo operador, conforme a faixa
de trabalho determinada para o processo em estudo. Um aspecto a considerar € a determinagéo
experimental de pontos centrais e/ou axiais, ou seja, condi¢des intermediarias entre o ponto alto
e 0 baixo; ou condi¢des onde os parametros se elevam a medidas superiores a do ponto alto e
se reduzem a medidas inferiores ao ponto baixo. A interpretacdo grafica deste fendBmeno pode

ser visualizada na Figura 2.

_——Pontos axiais

FATOR A

Ponto central

 J

FATOR B

Figura 2 — Interpretagéo grafica de um modelo fatorial 22 com ponto central e pontos
axiais. Fonte: adaptado de BARROS NETO; SCARMINIO, BRUNS, 2001.

Outros modelos podem ser conduzidos na estratégia 2¢ ou em combinagdes
personalizadas de fatores e niveis em estudo. No caso da otimizacdo cromatografica, trata-se
de um modelo multifatorial, ja que varios parametros interferem simultaneamente na resposta.
Desta forma, o desenho experimental utilizado passa a ser de elevada complexidade, quando

comparado aos modelos 2*. Neste sentido, as empresas que produzem equipamentos e
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suprimentos para CLAE desenvolveram softwares capazes de conduzir estudos fatoriais que
avaliam uma grande quantidade de fatores numa quantidade minima de experimentos chave.

Neste contexto, surge o termo Quality by Design (QbD), que define-se como uma
abordagem sistematica que envolve a avaliacdo simultanea de diversos fatores envolvidos em
um objetivo definido, compreendendo o controle do processo a partir de dados cientificos
solidos e gerenciamento de riscos de qualidade. Esta abordagem leva ao estabelecimento do
Design Space (DS), que é a combinacao e interacdo multidimensional de parametros e variaveis
de um processo no sentido de garantir a qualidade.

A implementacdo da QbD s é possivel através do uso dos Design of Experiments
(DOE) ou desenhos experimentais que permitem, apés a definicdo dos pardmetros criticos do
processo (PCC), a elaboracdo de métodos analiticos robustos que, por sua vez, produzirdo dados
de qualidade (MOLNAR; RIEGER; MONKS, 2010).

Devido a grande quantidade de experimentos envolvidos num estudo multifatorial, é
comum o emprego do modelo fracionario (2P, em que p é igual a um quando se realizam
metade dos ensaios do estudo fatorial completo), que consiste em reduzir a matriz do
planejamento completo a uma fracdo, tomando experimentalmente parte dos pontos, sem no
entanto comprometer a precisdo das conclusdes obtidas.

Ha vérias justificativas plausiveis para a utilizacido dos modelos 2P, iniciando pela
dispersdo dos efeitos, isto €, quando ha muitas variaveis de controle € provavel que a resposta
seja influenciada por alguns efeitos principais e interaces de primeira ordem. Além disso, ha
a capacidade de projecdo: os estudos fracionarios podem ser construidos em matrizes de estudos
fatoriais completos, determinando-se um subconjunto de dados que, quando analisado, permite
extrapolacdo para a realidade da matriz total (GALDAMEZ, 2002).

Muitos estudos contemporaneos vém sendo desenvolvidos sob a sistematica do
planejamento fatorial, para diversas finalidades.

Carillo, Bravo e Zuffal (2011) conduziram um estudo fatorial 23 para estudar os efeitos
da temperatura, tempo e adicdo de cloreto de sddio (NaCl) na derivacao de aldeidos de Stecker
na cerveja. As respostas do estudo foram monitoradas através de um método validado por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, e 0s autores concluiram que todos
os fatores contribuem significativamente para a modulagéo da resposta.

Abdulra’uf e Tan (2013) avaliaram através de um modelo 22 o0s fatores envolvidos na
microextracdo em fase solidas de residuos de pesticidas em macd, monitorando as respostas
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. O estudo chegou as

condicgdes Otimas de tempo, temperatura e adicdo de sal para otimizar o fator de diluicdo dos
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analitos, concluindo que este desenho experimental contribui drasticamente para a reducdo no
tempo de preparo de amostras e que €, portanto, rapido e eficiente para a avaliacdo simultanea
de multifatores envolvidos na melhoria de processos.

Karmarkar e colaboradores (2011) utilizaram a abordagem QbD para otimizar um
método por CLAE para a caracterizacdo de um analgésico, dois conservantes e seus produtos
de degradacéo, no intuito de contribuir com o estudo de estabilidade do mesmo. Os autores
conseguiram avaliar simultaneamente a temperatura da coluna, o pH da fase movel, a
concentracdo inicial de acetonitrila e o tempo de condicionamento. Atraves dos resultados,
obteve-se um método robusto e validado, que conseguiu separar adequadamente 0s compostos
com boa resolucéo.

Awotwe-Otoo e colaboradores (2012) aplicaram os elementos da QbD para desenvolver
um método de separacdo por CLAE em fase reversa dos peptideos do sulfato de protamina,
empregados na terapéutica como anticoagulantes. Foram avaliados o pH da fase mdvel,
temperatura da coluna, fluxo, volume injetado e concentracdo de metanol para obter picos bem
resolvidos. No estudo, o pH da fase movel, temperatura da coluna e volume injetado foram
determinados como os fatores significativos na resolucdo cromatogréafica. Os autores validaram
0 método e defendem abordagens sistematicas para desenvolver métodos cromatograficos
robustos.

Outra abordagem sistematica envolvendo QbD-DOE foi conduzida por Garg e
colaboradores (2013), que desenvolveram e validaram um método cromatografico para o estudo
de estabilidade do montelucaste, avaliando fatores como pH da fase movel, fluxo, temperatura
e concentragdo de modificador organico através de um estudo fatorial fracionario 24* com dois
pontos centrais e adotando a resolucdo como critério de resposta. Os pesquisadores
determinaram a partir de 10 experimentos as condi¢fes 6timas de analise, que permitiram a
validag&o e implantacdo do método em laboratérios de controle de qualidade.

Tappin e colaboradores (2008) desenvolveram e validaram um método por CLAE para
a determinacdo de tretanortriterpenoides no Oleo essencial de Carapa guainensis cuja
otimizagdo ocorreu num desenho experimental que avaliou varios fatores importantes
simultaneamente, contribuindo com a validacéo.

No mesmo sentido, Bianchini, Castellano e Kaufman (2009) desenvolveram através do
Design Space um método cromatografico simples e rapido para a determinacao simultanea de
diferentes impurezas no mesilato de pridinol, provando a robustez, precisao e seletividade do
método, indicando sua utilidade no controle de qualidade.
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2.2.2 Analise exploratdria de dados cromatogréaficos

A cromatografia fingerprint oferece uma grande quantidade de dados a serem
explorados. A soma desses dados oferece uma informacdo completa a respeito do extrato
analisado, subsidiando boas referéncias de controle de qualidade. No entanto, a anélises de
matrizes de dados tdo extensas e complexas ndo é possivel por estatistica simples.

Da mesma forma que o estudo fatorial conta com métodos estatisticos multivariados, a
comparacdo de matematica de fingerprints necessita desse recurso. A analise exploratoria dos
dados € efetuada para retirar de um conjunto de dados o maximo de informacdo quimica
possivel, e nisso consiste a quimiometria (BELTRAME, 2005).

Hoje a quimiometria é considerada uma das melhores estratégias de interpretacdo de
dados quimicos em sistemas multivariados, por permitir classificar amostras segundo suas
semelhancas ou identificar varidveis de interesse (MARTINS, 2009).

A anélise exploratdria consiste em duas medidas de similaridade principais: a analise de
componentes principais (ACP) e a analise de agrupamento hierarquico (AAH).

A ACP consiste essencialmente em reescrever as coordenadas das amostras em outro
sistema de eixo mais conveniente para a analise dos dados. Este método permite a reducéo da
dimensionalidade dos pontos representativos das amostras, pois embora a informacao estatistica
presente nas n variaveis originais seja a mesma dos n componentes principais, € comum obter
em apenas 2 ou 3 das primeiras componentes principais mais que 90% desta informacéo
(NETO; MOITA, 1998).

A AAH interliga as amostras por suas associa¢des, produzindo um dendrograma onde
as amostras semelhantes, segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si. A suposicao
bésica de sua interpretacdo é esta: quanto menor a distancia entre os pontos, maior a semelhanca
entre as amostras (NETO; MOITA, 1998).

Alguns estudos apontam resultados interessantes que relacionam a associacdo de
técnicas cromatograficas e analises estatisticas para a analise de extratos vegetais.

Beltrame e colaboradores (2006) desenvolveram e validaram um método analitico por
CLAE para avaliar a qualidade de amostras comerciais de Trichilia catigua L. e fizeram uma
classificagdo de amostras comerciais empregando a quimiometria.

Peng e colaboradores (2011) analisaram por quimiometria os cromatogramas fingerprint
obtidos por CLAE da espécie Artemisia selengensis Turcz, e concluiram que as analises

multivariadas sdo Uteis para compreender os dados quimicos, mostrando que essa é uma
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associacao Util, por se apresentar como um método rapido e conclusivo na avaliacdo da
qualidade de produtos da medicina tradicional chinesa.

Pan e colaboradores (2011) utilizaram CG para a obtencédo dos fingerprint de Scutellaria
barbata D. Don, com posterior quantificacdo de marcadores quimiotaxonémicos e analises
quimiométricas, conseguindo identificar, através da andlise de similaridade entre os
cromatogramas, dois adulterantes no grupo amostral analisado, permitindo concluir a
importancia e a eficiéncia da quimiometria na avaliacdo da qualidade de plantas medicinais.

Ainda, Chen e colaboradores (2008) analisaram por quimiometria varias amostras de
Ganoderma lucidum, cujos cromatogramas fingerprint foram obtidos por CLAE. Por haver
variacOes quimicas e morfoldgicas dentro da espécie, a analise visual dos cromatogramas ndo
é conclusiva. Contudo, o tratamento dos dados atraves de analises estatisticas multivariadas
permite a deducdo da qualidade das amostras. Os autores concluiram que, além disso, é
interessante a quantificacdo de marcadores quimicos da espécie, permitindo a comparacéo dos
vegetais provenientes de fontes diferentes.

Por fim, Li e colaboradores (2012) desenvolveram um método utilizando cromatografia
liquida de ultra eficiéncia (CLUE) para a determinacdo de cinco saponinas triterpénicas em
espécies do género llex, visando diferenciar as espécies conforme a distribuicdo quantitativa
destes componentes no extrato bruto. Os autores validaram a metodologia desenvolvida e
sugerem que, além de réapido, o método é eficiente para avaliar a qualidade e estabelecer

diferencas entre as espécies do género llex.

2.3 Erva-mate

A erva-mate é uma arvore descrita botanicamente por Auguste Saint Hilaire em 1822,
denominada cientificamente como llex paraguariensis e pertencente a familia Aquifoliaceae
(Figura 3). Seu caule pode atingir 50 cm de didmetro, com ramos cilindricos ou semi cilindricos,
atingindo usualmente de 2 a 7 metros de altura. Possui folhas subcoriaceas até coriaceas de
peciolo curto e tamanho médio de 8 a 10 cm de comprimento e 4 a5 cm de largura (CANSIAN,
2003).

O consumo da erva-mate no sul do Brasil € um habito bastante antigo, iniciado por tribos
indigenas que creditavam a espécie poderes sobrenaturais. No Parana e no Rio Grande do Sul
sua utilizacdo se destaca na preparacdo do chimarrdo, que consiste na infuséo das partes aéreas

torradas e trituradas em agua quente.
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Outras utilidades para esta planta e seus extratos vém se destacando no mercado
nacional e mundial, como matéria prima para o preparo de medicamentos, cosméticos, corantes,
bebidas e suplementos alimentares (PEREIRA et al., 2013). A industria ervateira brasileira
produz mais de 200 mil toneladas do produto por ano, sendo que parte desta producdo é

exportada para paises como Chile, Estados Unidos, Franca e Espanha (PARANA, 2013).

Figura 3 — Erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil.). Fonte: O Autor.

Diversos estudos vém sendo publicados envolvendo a espécie |. paraguariensis, tanto
na perspectiva de elucidar sua caracterizacdo quimica, quanto testar sua atividade bioldgica
frente a variados modelos. Varios ensaios comprovam a atividade antioxidante da erva-mate,
como Matsumoto (2008), que demonstrou que o consumo de uma Unica dose diéria de chd mate
aumenta significativamente o perfil de antioxidantes plasmaéticos e, inclusive, a expressdo de
genes antioxidantes, como os relacionados as enzimas glutationaperoxidase (GPx), superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT).

Outros estudos corroboram a teoria da atividade antioxidante, discutindo que o0s

compostos fendlicos sdo os principais responsaveis, e demonstrando a protecao do plasma e das
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lipoproteinas de baixa densidade (LDL) a peroxidacdo, como o apresentado por Silva e
colaboradores (2008) e Peralta e colaboradores (2012) que demonstram que a administracao
aguda do cha mate em animais causa uma variacdo pequena, porém significativa no perfil
antioxidante plasmatico.

Ainda, Boaventura e colaboradores (2012) associaram dieta alimentar e administracao
de cha mate em pacientes com dislipidemia, e avaliaram marcadores do stress oxidativo. Estes
autores concluiram que o consumo a longo prazo do chd mate promoveu melhora nos
parametros antioxidantes plasmaticos nestes pacientes, bem como aumento na concentracao de
glutationa e, ainda, reducéo nos niveis de LDL-colesterol, indicando o ch&-mate como um
interessante suplemento alimentar para a prevencgéo de doengas cardiovasculares.

Gosman e colaboradores (2012) testaram o efeito das fragdes do extrato-bruto de erva-
mate nos pré-adipdcitos, e apresentaram resultados demonstrando que a por¢do dos compostos
fendlicos inibe 0 armazenamento de lipideos nos adipdcitos, além de sugerir que 0s mesmos
compostos podem estar envolvidos na expresséo de genes que inibem a adipogénese.

Efeitos anti-obesidade e antidiabéticos da erva-mate foram avaliados em ratos. Nestes
estudos foram demonstrados que os compostos fenolicos e saponinas presentes no extrato de I.
paraguariensis sdo responsaveis por sua potente atividade anti-obesidade in vivo. Ainda, o
acido clorogénico, importante polifendlico da erva-mate, parece exercer atividade moduladora
sobre a enzima glicose-6-fosfatase, conferindo maior tolerancia a glicose em ratos obesos. Além
disso, a perda de peso em ratos pode estar associada ao poder anorexigeno dos extratos de erva-
mate. As a¢Ges no organismo podem ocorrer devido ao sinergismo entre 0s varios compostos
bioativos presentes na espécie (HUSSEIN et al., 2011; KANG et al., 2012).

Arcari e colaboradores (2011) demonstraram o potencial antiinflamatério do extrato de
erva-mate em ratos com obesidade induzida, sugerindo possivel inibicdo do fator tumoral alfa
(TNF-a) hepético e restauracdo da sinalizagdo hepética e muscular da insulina.

Prediger e colaboradores (2008) avaliaram em modelos animais os efeitos do extrato
hidroalcodlico de I. paraguariensis no aprendizado e memdria, concluindo que o sinergismo
entre varios compostos pode reduzir o déficit cognitivo associado a doengas neurodegenerativas
(como a doenca de Parkinson), e sugerem que o consumo continuo de ch& mate por diversas
populacdes pode representar um fator profilatico em relacéo a essas desordens.

Em outro estudo avaliou-se a correlacdo entre o consumo de cha mate e a densidade
Ossea mineral apds a menopausa. Sugeriu-se efeito protetor de I. paraguariensis contra a
osteoporose, especialmente na coluna lombar e fémur (CONFORTI; GALLO; SARAVI, 2012).
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Burris e colaboradores (2011) testaram a atividade antimicrobiana do extrato aquoso
contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus, que se mostrou ativo mesmo em
concentracgdes relativamente baixas.

Whnuk e colaboradores (2009) avaliaram a citotoxicidade e genotoxicidade do extrato de
erva-mate em linfocitos humanos in vitro. Estes pesquisadores indicaram que ndo hé indicios
epidemioldgicos plausiveis que tratem a cafeina ou outros componentes como carcindgenos.

Por outro lado, outros estudos que avaliam a toxicidade da espécie . paraguariensis
inferem que ela possa ser um fator potencializador de carcinogénese, quando combinada com
outros fatores de risco (JOTZ et al., 2006; WNUK et al., 2009).

Em outro aspecto, hd varias publicacdes envolvendo estudos fitoquimicos para
determinar a presenca de metabolitos secundarios na espécie llex paraguariensis.

Acredita-se que a maior parte dos inUmeros compostos isolados da erva-mate sejam
benéficos a salde. Com isto, busca-se constantemente comprovar estas atividades. Dentre
estes, duas classes de compostos sdo encontradas em maior quantidade: os polifenois (acidos
clorogénicos, acido cafeico; acido 3,4-dicafeoilquinico; acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-
dicafeoilquinico) e as xantinas (cafeina e teobromina), seguido pelos flavonoides (quercetina,
caempferol e rutina); aminoacidos, minerais (P, Fe e Ca) e vitaminas (C, B1 e B2) (POMILIO;
TRAJTEMBERG; VITALE, 2002)

Athayde e colaboradores (2000) encontraram as xantinas cafeina (1,3,7-trimetilxantina),
teobromina (3,7-dimetilxantina) e teofilina (1,3-dimetilxantina), que sdo uma classe de
alcaldides de purina encontradas em muitas outras plantas. Destas, a cafeina € encontrada em
concentragcdes mais elevadas, 1 a 2% do peso seco da planta, seguida pela teobromina, 0,3 a
0,9% do peso seco.

Andlises através de extracdo por fluido supercritico associada a métodos
cromatograficos revelaram 51 compostos, entre ésteres, acidos graxos, hidrocarbonetos,
fitosterois, alcool, xantinas e vitamina E (JACQUES et al., 2007).

Filip e colaboradores (2001) incluiram nesta gama de moléculas conhecidas na erva-
mate, os derivados de cafeoil (acidos cafeoilquinicos): acido cafeico, acido clorogénico (&cido
5-O-cafeoilquinico), acido neo-clorogénico, é&cido crypto-clorogénico, acido 3,4-
dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico e acido 4,5-dicafeoilquinico que, por estarem em
altas concentracOes na especie llex paraguariensis, a diferencia das demais espécies de llex que
podem ser utilizadas como adulterantes na composicdo do mate (I. brevicuspis, I. argentina e

I. dumosa), as quais possuem concentragcdes muito baixas desses compostos.
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Pagliosa e colaboradores (2010) demonstraram que entre 0s Orgaos desta espécie, 0
caule concentra &cido clorogénico e acido 4,5-dicafeiolquinico no extrato metandlico. J& as
metilxantinas podem aparecer em concentracfes razoaveis tanto no caule quanto nas folhas.

Dugo e colaboradores (2009) caracterizaram 26 substancias entre metilxantinas e
polifendis, em que 80% representam os &cidos quinicos-hidroxicinamicos.

Peixoto e colaboradores (2011) detectaram alto teor de saponinas nos frutos imaturos,
assim como Canto (2007), que avaliou, ainda, a eficiéncia dessas saponinas com fins
tecnoldgicos de emulsificante.

Demonstra-se a partir dos dados bibliogréficos levantados que ha muitos estudos que
sugerem possiveis efeitos bioldgicos e utilidades para a erva-mate. Verifica-se ainda que trata-
se de uma espécie cujo cultivo se concentra na regido centro-sul do Brasil e em alguns paises
da América Latina, onde também ¢é mais frequente o seu consumo.

Este cenario caracteriza a erva-mate como uma espécie promissora em diversos ramos
da economia, 0 que provoca a demanda de metodologias que permitam a avaliacdo réapida e
eficiente da qualidade dessa matéria-prima vegetal. Neste contexto, a presente pesquisa
demonstra que ferramentas quimicas e estatisticas podem ser Uteis na conducao do controle de
qualidade, objetivando analisar simultaneamente a autenticidade botanica, bem como
caracteristicas qualitativas e quantitativas referentes ao objeto de estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Desenvolver um método eficiente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
que permita a avaliagdo qualitativa e quantitativa da qualidade de extratos de llex

paraguariensis (erva-mate).

3.2 Especificos

Estudar os diversos fatores envolvidos na seletividade e eficiéncia do método
cromatografico.

Otimizar racionalmente a condi¢do cromatogréfica para a obtencdo de um fingerprint.

Obter os cromatogramas fingerprint de amostras comerciais e analisar sua similaridade
empregando técnicas de analise multivariada.

Desenvolver um método quantitativo para a determinacdo simultanea de cafeina,
teobromina e acido clorogénico em amostras de erva-mate.

Validar as metodologias desenvolvidas no estudo conforme a legislagdo brasileira
vigente.

Aplicar os métodos desenvolvidos para a analise de amostras comerciais de erva-mate.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material vegetal

Uma amostra vegetal de llex paraguariensis utilizado para a producdo industrial de
erva-mate pela industria ervateira Bitumirim foi obtida na Fazenda Vila Nova, situada na regido
de Ivai-PR (coordenadas: -24° 56' 8.286",-50° 53' 24.5472"). Uma exsicata foi depositada sob
0 numero 19415 para classificacdo botanica no Herbario da Universidade Estadual de Ponta
Grossa. As partes aéreas da planta foram submetidas a uma rapida exposi¢do ao fogo, ainda na
ervateira. Apds, foram dessecadas a 50 °C por 20 horas, trituradas, tamisadas e armazenadas. O
processamento da amostra seguiu o roteiro de processamento industrial para a obtencdo da erva
para chimarrdo. Outras seis amostras comercializadas como erva-mate para chimarrdo foram
adquiridas no comércio pontagrossense. As amostras comerciais consistem nas partes aéreas da
planta dessecadas, torradas e acondicionadas em embalagens de papel (particula média = 2,5

mm). A procedéncia das amostras esta apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 — Origem das amostras de erva-mate analisadas.

Codificacado Local de producao
Amostra 1 Guarapuava — PR
Amostra 2 (padréo) Ivai — PR
Amostra 3 Curitiba — PR
Amostra 4 Guamiranga — PR
Amostra 5 Laranjeiras do Sul — PR
Amostra 6 Palmas — PR
Amostra 7 Catanduvas — SC

4.2 Reagentes

Etanol grau analitico (Synth, Diadema-SP, Brasil); agua purificada (destilada e
deionizada); acido galico (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA); reativo de Folin-Ciocalteu (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA); carbonato de sodio (Synth, Diadema-SP, Brasil); quercetina (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA); acido acético (Synth, Diadema-SP, Brasil); metanol grau analitico
(Merck, Sao Paulo-SP, Brasil); cloreto de aluminio (Merck, Sdo Paulo-SP, Brasil); acetato de

etila (Synth, Diadema-SP, Brasil); acetona (Rhodia, Sdo Pauo-SP, Brasil); metenamina (Royal
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Quimica, Osasco-SP, Brasil); acido cloridrico (Braskem, Sdo Paulo-SP, Brasil); acetonitrila
(ACN) grau CLAE (Merck, S&o Paulo-SP, Brasil); metanol (MeOH) grau CLAE (J.T. Baker,
Philipsburg-PA, EUA); acido férmico grau analitico (Synth, Diadema-SP, Brasil). A agua
utilizada para cromatografia foi purificada por um sistema Milli-Q (Millipore, Sdo Paulo-SP,
Brasil). Os padrdes primérios de cafeina (99% de pureza), teobromina (99% de pureza) e &cido
clorogénico (95% de pureza) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Missouri, EUA).

4.3 Preparo dos extratos

Os extratos hidroalcoolicos (H) foram preparados a partir das sete amostras obtidas.
Para tanto, 100 gramas de material vegetal foram submetidos ao processo de maceragdo com
500 mL de mistura hidroetandlica a 80% (v/v) pelo periodo de 7 dias. Apds este periodo, 0s
extratos foram filtrados, concentrados em rotaevaporador, liofilizados e armazenados sob
refrigeracdo (4° C) até o momento do uso.

Os extratos aquosos (A) foram preparados a partir das sete amostras e visou mimetizar
0 preparo de chimarrdo, principal forma de consumo da erva-mate. Dessa forma, o material
vegetal foi submetido ao processo de infusdo em &gua purificada a 80 °C por 30 minutos. A
proporcao planta/solvente foi de 25 gramas de material vegetal para 500 mL do solvente. Ap6s
resfriados, os extratos foram concentrados, liofilizados e armazenados sob refrigeragéo (4° C)

até o momento do uso.

4.4 Desenvolvimento e otimizacdo do método cromatogréafico

4.4.1 Instrumentacéo e colunas cromatogréficas

Os experimentos foram realizados em dois sistemas cromatograficos. O
desenvolvimento do método ocorreu num sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
Waters® Acquity UPLC System (Milford, EUA), equipado com uma bomba binaria de
liberacdo de solvente, autoinjetor, e detector de arranjo de diodos. O sinal foi monitorado pelo
software Empower-2®. A aplicacdo do método foi efetivada num sistema de cromatografia
liquida de alta performance Waters® 2695 Alliance HPLC System (Milford, EUA), composto
por uma bomba quartenaria, degaseificador on-line, autoinjetor e detector de arranjo de diodos.

Para o desenvolvimento, foram testadas quatro colunas cromatogréaficas com
caracteristicas quimicas distintas: HSS T3 50 x 2,1 mm, 1,7 pm (Waters, SP, Brasil); BEH Cg
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50 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, SP, Brasil); CSH PFP 50 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, SP, Brasil);
CSH fenil-hexil 50 x 2,1 mm, 1,7 um (Waters, SP, Brasil). Contudo, na etapa da validagao foi
empregada uma coluna XBridge Cs 75 x 4,6 mm, 2,5 um (Waters, SP, Brasil). Os

cromatogramas foram obtidos na faixa de 200-400 nm com monitoramento em 280 nm.

4.4.2 Otimizacéo das condigdes cromatograficas

Um estudo fatorial foi desenvolvido em duas etapas: a varredura e a otimizacdo do
cromatograma fingerprint. Na varredura inicial, foram avaliadas varidveis qualitativas, como a
caracteristica quimica da coluna, composicdo da fase mdvel, faixa de pH e tempo de corrida. A
avaliacdo desses fatores totalizou 45 experimentos, e 0s parametros podem ser visualizados na
Tabela 2.

Tabela 2 — Fatores avaliados na fase da varredura do desenho experimental.

Corrida Modificador organico Tempo de gradiente (min) pH Coluna?
1 Acetonitrila 12,0 2,4 BEH Cs
2 Acetonitrila 12,0 2,4 CSH PFP
3 Acetonitrila 50 2,4 CSH PFP
4 Acetonitrila 12,0 2,4 CSH phenyl-hexyl
5 Acetonitrila 50 2,4 CSH phenyl-hexyl
6 Acetonitrila 8,5 2,4 HSS Ts
7 Acetonitrila 50 2,4 CSH PFP
8 Acetonitrila 8,5 5,0 CSH phenyl-hexyl
9 Acetonitrila 8,5 5,0 HSS T3
10 Acetonitrila 8,5 50 BEH Cs
11 Acetonitrila 5,0 5,0 BEH Cs
12 Acetonitrila 8,5 5,0 HSS Ts
13 Acetonitrila 8,5 50 BEH Cs
14 Acetonitrila 8,5 5,0 CSH PFP
15 Acetonitrila 8,5 5,0 CSH phenyl-hexyl
16 Acetonitrila 8,5 50 CSH PFP
17 Acetonitrila 8,5 7,0 CSH PFP
18 Acetonitrila 12,0 7,0 CSH PFP
19 Acetonitrila 55 7,0 HSS T3
20 Acetonitrila 12,0 7,0 BEH Cs

N
e

Acetonitrila 12,0 7,0 CSH phenyl-hexyl
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22 Acetonitrila 50 7,0 CSH phenyl-hexyl
23 Metanol 5,0 2,4 BEH Cs

24 Metanol 12,0 24 HSS T;

25 Metanol 8,5 2,4 CSH phenyl-hexyl
26 Metanol 5,0 2,4 HSS T3

27 Metanol 12,0 24 HSS T;

28 Metanol 10,3 2,4 CSH PFP

29 Metanol 8,5 50 HSS Ts

30 Metanol 8,5 5,0 HSS Ts

31 Metanol 8,5 5,0 CSH PFP

32 Metanol 8,5 5,0 BEH Cs

33 Metanol 8,5 5,0 BEH Cs

34 Metanol 8,5 5,0 CSH PFP

35 Metanol 8,5 50 CSH phenyl-hexyl
36 Metanol 8,5 50 CSH phenyl-hexyl
37 Metanol 12,0 5,0 BEH Cg

38 Metanol 5,0 5,0 CSH phenyl-hexyl
39 Metanol 8,5 7,0 BEH Cg

40 Metanol 6,8 7,0 HSS Ts

41 Metanol 12,0 7,0 CSH PFP

42 Metanol 50 7,0 CSH PFP

43 Metanol 6,8 7,0 BEH Cg

44 Metanol 10,3 7,0 CSH phenyl-hexyl
45 Metanol 12,0 7,0 CSH PFP

Nota: 2 Colunas: BEH Cg. Ethylene bridged hybrid (hibrida com ligag&o de etileno); CSH PFP: Charged
surface hybrid — propyl fluoro phenyl (hibrida de superficie carregada — propilfluorfenil); HSS Ts: High
strenght silica (silica de alta resisténcia de fase alquilica trifuncional Cis); CSH phenyl-hexyl: Charged
surface hybrid phenyl-hexyl (hibrida de superficie carregada — fenil-hexil).

A partir dos resultados obtidos, uma segunda etapa foi executada. Neste caso, as
variaveis quantitativas foram analisadas e as variaveis qualitativas selecionadas na varredura

foram fixadas. Os parametros avaliados (Tabela 3) demandaram 39 corridas.

Tabela 3 — Fatores avaliados na fase de otimizac¢do do desenho experimental.

Corrida Fluxo (mL/min) % final de organico Temperatura (°C) pH
1 0,400 70,0 25,0 2,17
2 0,400 62,5 25,0 2,17

3 0,700 70,0 25,0 2,17
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12
13
14
15
16
17
18
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24
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26
27
28
29
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34
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0,700
0,400
0,600
0,400
0,700
0,700
0,700
0,400
0,600
0,600
0,400
0,700
0,600
0,600
0,600
0,700
0,500
0,500
0,500
0,500
0,600
0,600
0,700
0,400
0,400
0,700
0,700
0,700
0,400
0,600
0,700
0,700
0,400
0,400
0,600
0,400

55,0
55,0
62,5
70,0
70,0
55,0
62,5
70,0
66,3
58,8
55,0
62,5
62,5
62,5
55,0
70,0
66,3
58,8
66,3
58,8
66,3
58,8
62,5
55,0
62,5
70,0
70,0
55,0
70,0
55,0
55,0
62,5
55,0
62,5
70,0
55,0

25,0
25,0
25,0
25,0
25,0
25,0
25,0
25,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
30,0
35,0
35,0
35,0
35,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0
40,0

2,17
2,40
2,40
3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
2,17
2,17
2,17
2,40
2,40
2,40
3,00
3,00
3,00
3,00
2,17
2,17
3,00
3,00
2,17
2,17
2,17
2,17
2,17
2,17
2,40
2,40
3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
3,00
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Os dados foram processados no software Waters Acquity UPLC® H-Class Method
Development System, gentilmente cedido pelo Laboratério de Aplicagcdes Luis Barssoti, da
Waters do Brasil (Sdo Paulo, SP). O critério de resposta selecionado foi a maior quantidade de
picos com resolucao superior a 1,5. A condi¢do otimizada foi transportada para a plataforma
CLAE.

4.5 Validacao e aplicacdo do método nas amostras comerciais

A validacdo do método quantitativo para cafeina, teobromina e acido clorogénico foi
conduzida de acordo com os parametros da RE n° 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéaria (ANVISA) e do ICH Q2R1 (International Conference of Harmonisation).

45.1 Preparo dos padrdes

Uma solucéo estoque (200 mL) de cada padrao foi preparada em baldo volumétrico, as
concentracdes de 0,5 mg/mL para a cafeina, e 0,2 mg/mL para a teobromina e acido
clorogénico. Os padrdes foram diluidos precisamente em agua:metanol 80:20 (v/v), com auxilio

de micropipetas calibradas.

4.5.2 Preparo das amostras

Os extratos liofilizados foram precisamente pesados (1 mg) e diluidos em volume
apropriado (1mL) de agua:metanol 80:20 (v/v), com auxilio de micropipetas calibradas,
obtendo-se a concentragdo de 1 mg/mL. As amostras foram entdo filtradas em microfiltros de

0,22 um (Waters do Brasil) e acondicionadas em vials.

4.5.3 Curva de calibracédo

Utilizando aliquotas apropriadas das solu¢Ges-mde dos padrdes de cafeina, teobromina
e acido clorogénico, foram obtidas as seguintes concentracGes para a curva de calibragéo: 0,08;
0,24; 0,27; 0,30; 0,33; 0,36 e 0,40 pg/mL para a cafeina; 0,1; 0,40; 0,44; 0,48; 0,52; 0,56 € 0,70
pug/mL para a teobromina; e 0,04; 0,16; 0,18; 0,20; 0,22; 0,24 e 0,36 pug/mL para o acido
clorogénico. As amostras foram filtradas em microfiltros de 0,22 um (Waters do Brasil) antes
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da injecdo no cromatdégrafo. Um mililitro (1 mL) de cada solucédo foi transferida para vials.
Aliquotas de 10 pL foram injetadas no sistema cromatografico.

Cada ponto foi preparado em triplicata. A curva de calibracao foi obtida plotando no
plano cartesiano a area do pico versus a concentracdo conhecida do analito. Um minimo de 5

pontos foi considerado para a curva de calibragéo.

4.5.4 Curva de adicao de padréo

Aliquotas de cada padrdo foram adicionadas a uma quantidade constante do extrato
aquoso de erva-mate (1 mL), de forma a reproduzir os pontos da curva de calibracdo. As
amostras foram preparadas em triplicata, conforme o descrito na sessdo 4.5.1. A curva de
calibracdo foi obtida plotando no plano cartesiano a area do pico versus a concentracdo

conhecida do analito.

4.5.5 Recuperacao, precisao intermediaria e precisao

A recuperacdo relativa foi obtida usando trés solugdes de controle de qualidade (em
concentragdes diferentes dos pontos da curva de calibracdo), preparados a partir das solugdes-
mde, de forma a obter as concentragdes de 0,15; 0,25 e 0,35 pg/mL para a cafeina, 0,02; 0,05 e
0,06 pg/mL para a teobromina e 0,10; 0,25 e 0,30 pg/mL para o &cido clorogénico. A area dos
picos de trés solucdes filtradas a 0,22 um foram comparadas com a area dos picos de solu¢bes
de mesma concentracdo néo filtradas, para derivar o percentual de recuperacéo.

A precisdo inter e intradia foram avaliadas pela replicacdo da analise das trés solucdes
controle utilizadas para o experimento da recuperagéo. Triplicatas de cada concentracdo foram
analisadas em trés dias ndo consecutivos.

A precisdo do método foi determinada através da determinagdo do coeficiente de
variagdo das replicatas (RE 899/2003 — ANVISA). A exatidédo foi determinada pelo célculo da
razdo entre os valores médios encontrados para as diferentes concentra¢Ges analisadas e o valor

médio tedrico das mesmas.
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4.5.6 Seletividade

Um arranjo de fotodiodos foi utilizado para identificar os marcadores e verificar a
pureza dos picos obtidos nos cromatogramas dos extratos. Os fatores de retencdo dos padrdes

foram também utilizados para a identificagdo na corrida analitica.

4.5.7 Limites inferiores de deteccdo (LID) e de quantificacdo (LIQ)

O limite inferior de deteccdo (LID) foi calculado pela tomada da relacdo sinal-ruido
igual a trés, enquanto que o limite inferior de quantificacdo (LIQ) teve como critério a relacdo
sinal-ruido igual a dez. Ainda, o LIQ levou em conta as medidas que apresentassem precisao

adequada, isto é, coeficiente de variacdo menor do que 20% entre as réplicas da mesma amostra.

4.5.8 Quantificacdo de cafeina, teobromina e &cido clorogénico nas amostras

comerciais

Os extratos das amostras (14 extratos) foram injetados em triplicata no sistema
cromatografico. As areas foram integradas e medidas, procedendo-se a quantificacdo dos

marcadores quimicos.

4.6 Quantificacdo de polifendlicos totais por espectrofotometria

A anélise quantitativa de polifendlicos totais foi executada de acordo com o sugerido

pela Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo.

4.6.1 Determinagao da curva de calibracéo

Dissolveu-se 250 mg de &cido galico em 50 mL de agua (obtendo a concentragdo de
5000 pg/mL). Desta solucdo, separaram-se as quantidades de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mL
em baldes volumétricos de 10 mL e completou-se com &gua destilada, obtendo-se as
concentragdes de 50, 100, 200, 400, 600 e 800 pg/mL. Destas solucdes, foi transferido o volume
de 0,1 mL para tubos de ensaio contendo 0,5 mL do reagente de Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich) e 7 mL de agua destilada. Apds 30 segundos, foi adicionado a cada um dos balGes 2,5

mL de carbonato de sodio 10,6% (p/v). Os tubos foram levados ao banho-maria a 50°C por 5
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minutos. Depois desse periodo, as solugdes foram resfriadas a temperatura ambiente e
procedeu-se a leitura das absorbancias em 760 nm.

4.6.2 Determinacao de polifenolicos totais nas amostras

Para determinacdo de polifendlicos totais nas amostras, foi utilizada uma solucéo de
0,05 g de amostra em 50 mL de etanol 80%. Dessa amostra, aliquotou-se 0,2 mL e, em tubo de
ensaio, adicionou-se 7 mL de agua, 0,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteau e, apds 30
segundos, 2,5 mL de carbonato de sddio 10,6% (p/v). As amostras foram aquecidas em banho-
maria durante 5 minutos a 50°C. Apds o resfriamento, foram tomadas as leituras das

absorbancias em 760 nm.

4.7 Quantificacdo de flavonoides totais por espectrofotometria

A analise quantitativa de flavonoides totais foi executada de acordo com o sugerido pela

Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo.

4.7.1 Determinagao da curva de calibracéo

Foi preparada uma solucdo de 10 mg de quercetina em 10 mL de metanol (obtendo-se a
concentracdo de 1000 pg/mL). Diliui-se 0,5 mL dessa solucdo em 10 mL de solucdo de acido
acético metandlico. Dessa solugdo foram preparadas 6 outras (com 0,5, 1, 2, 3, 4 e 5 pg/mL
cada uma), com a quantidade necessaria de amostra, 4 mL de acetato de etila, 0,4 mL de cloreto
de aluminio e completada em baldo volumétrico de 10 mL com &cido acético metandlico. O
branco foi preparado com 4 mL de acetato de etila e completado em baldo volumétrico de 10

mL com &cido acético metandlico.

4.7.2 Determinacao de flavonoides totais nas amostras

Para o preparo da solucdo-mae, pesou-se 0,4 g de amostra e colocou-se em baldo de
fundo redondo de 100 mL. Acrescentou-se 1 mL de solucdo de metenamina, 20 mL de acetona
e 2 mL de &cido cloridrico. A solugdo foi aquecida sob refluxo. Apos, foi resfriada e filtrada
para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi ajustado com acetona. Em funil de separacao,

realizou-se extracdo liquido-liquido de 20 mL dessa solugdo com: a) 20 mL de agua e 15 mL
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de acetato de etila; b) trés extragcfes com 10 mL de acetato de etila. A fase organica resultante
foi lavada duas vezes em funil de separacdo com 50 mL de agua destilada e posteriormente
transferida para baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o0 volume com acetato de etila.

A solugdo-amostra foi preparada em baldo volumétrico de 10 mL, com 4 mL da solugéo-
mde, 0,4 mL de cloreto de aluminio e o volume foi completado com solugdo metandlica de
acido acetico.

A solucdo-branco foi preparada em baldo volumétrico de 10 mL, com 4 mL da solugéo-
mée e o volume foi completado com solucdo metandlica de acido acético.

A absorbéncia foi medida em 425 nm, ap6s 30 minutos.

As andlises foram realizadas em triplicata.

4.8 Quimiometria

4.8.1 Alinhamento de bandas

Devido as condices intrinsecas dos métodos cromatograficos, podem ocorrer pequenas
variacgdes nos dados obtidos, resultando em picos que ndo se situam na mesma coluna da matriz
(LIANG; XIE; CHAN, 2004).

Diversos estudos tem demonstrado a importancia do tratamento matematico dos dados
cromatograficos (MARTINZ; PEREIRA-FILHO; CASS, 2011). Desta forma, o algoritmo
COW (Correlation Optimized Warping) foi empregado (SKQV et al., 2006). A amostra 2 foi
adotada como referéncia e as demais amostras foram subsequentemente alinhadas. A rotina foi
executada no software Matlab v. 7.5 (MathWorks Inc., Natick, EUA).

4.8.2 Andlise de componentes principais e analise de agrupamento hierarquico

A analise de componentes principais (ACP) e a analise de agrupamento hierarquico
(AAH) foram implementadas no software Matlab v. 7.5 (MathWorks Inc., Natick, EUA). Para
tanto, uma matriz composta pelas triplicatas das amostras (n = 48) e respostas (h = 5.700) foi
construida, totalizando 273.600 pontos de dados. Os resultados obtidos para cada parametro
foram atribuidos as colunas e as amostras dos extratos as linhas.

A ACP foi aplicada para separar os extratos obtidos de acordo com seus cromatogramas
fingerprint. A AAH foi desenvolvida para sugerir semelhancas e agrupar as amostras. Assim,
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as similaridades foram calculadas baseando-se na distancia Euclideana, e o método incremental

foi utilizado para formar e sugerir 0s grupos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A procura constante da populacdo por alimentos com fins nutracéuticos e 0 uso destes
como estratégias alternativas para o tratamento e prevencdo de doencas tem movimentado o
mercado de produtos vegetais (medicinais). Desta forma, ressalta-se a necessidade da garantia
da qualidade das matérias-primas vegetais, que serdo empregadas na producdo de formas
farmacéuticas, alimenticias, cosméticas ou destinadas a utiliza¢éo direta do consumidor.

Os extratos vegetais a serem usados no preparo destes produtos consistem em matrizes
complexas, pois neles estdo contidos uma diversidade de substancias quimicas denominadas
metabdlitos secundarios. Essas substdncias sdo as principais responsaveis pela atividade
terapéutica/nutracéutica do vegetal e podem agir de maneira isolada ou, em muitos casos, de
maneira sinérgica, como um fitocomplexo (SIMOES et al., 2008).

Percebe-se, entdo, a importancia de se quantificar os principais componentes desses
produtos por meio da avaliacdo de marcadores quimicos de interesse, e, ainda, também, avaliar
a composicdo global destes produtos de forma qualitativa, considerando que o sinergismo entre
as substancias presentes nestes produtos consiste justamente na interacdo entre duas ou mais
substancias para gerar ou potencializar os efeitos bioldgicos.

Para tanto, diferentes metodologias analiticas podem ser usadas conforme pode ser
verificado pela avaliacdo das monografias relacionadas a plantas e extratos vegetais presentes
nas diversas edi¢cbes da Farmacopeia Brasileira. Técnicas espectroscopicas, gravimétricas e
principalmente cromatogréaficas abundam na 52 edicdo do compéndio (BRASIL, 2013), sendo
muitas vezes sugerida a técnica por CLAE para o estudo qualitativo e quantitativo da
composic¢do quimica das plantas medicinais presentes neste documento.

Assim, justifica-se a presenca dos cromatégrafos liquidos e outros equipamentos nos
laboratdrios de controle de qualidade, especialmente quando se deseja realizar a analise destes
produtos, 0 que ressalta a importancia do interesse na realizacdo - e a posterior consulta - de

trabalhos como o presente.
5.1 Quantificacao de polifendlicos totais e flavonoides totais
A quantificagdo de polifenolicos e flavonoides totais foi obtida pelo do método

farmacopeico por espectrofotometria UV-Vis. Os resultados extraidos deste procedimento
analitico estdo presentes na Tabela 4.
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Tabela 4 — Quantificacdo de polifenolicos e flavonoides totais nos extratos de erva-mate pelo
método de Folin-Ciocalteu.

Polifenodlicos totais

Flavonoides totais

Amostra (Lg/g de extrato) (1g/g de extrato)
A H A H

Amostra 1 9,23 £ 0,087 7,92 £ 0,110 0,93 £ 0,024 2,16 £ 0,197
Amostra 2 8,52 + 0,046 9,18 + 0,083 1,01 +£0,018 5,37 £ 0,047
Amostra 3 9,20 + 0,046 6,13+ 0,178 0,72 +0,018 2,18 + 0,127
Amostra 4 10,12 + 0,090 8,37 £ 0,144 0,60 + 0,030 4,31+ 0,081
Amostra 5 10,13 £ 0,277 13,89 + 0,087 0,60 + 0,024 4,28 + 0,104
Amostra 6 10,40 £ 0,070 13,20 + 0,202 0,65+ 0,018 4,05+0,074
Amostra 7 * 11,53 + 0,140 * 3,99 + 0,090

NOTA: A = extrato aquoso; H = extrato hidroalcodlico. *resultado ndo observado por
indisponibilidade de amostra. Resultado expresso em média das triplicatas + desvio padrao.

A quantificagdo de polifenolicos totais revela certa heterogeneidade nos teores,
especialmente nos extratos hidroalcodlicos. Entretanto, comparando-se 0 grupo aquoso com o
grupo hidroalcoolico, verifica-se que ndo ha diferenca estatistica (p>0,05; teste de Wilcoxon
ndo pareado). Ja no caso dos flavonoides totais € possivel concluir que os dois grupos sdo
estatisticamente diferentes (p<0.05, teste de Wilcoxon nédo pareado).

A diferenca essencial entre esses grupos de amostras consiste no solvente extrator:
etanol 80% para os extratos hidroalco6licos e dgua pura para 0s extratos aquosos. Portanto, é
possivel destacar que foi possivel extrair polifenolicos em quantidades semelhantes tanto na
agua, como em misturas hidroalcodlicas. Em contrapartida, os flavonoides foram melhor
solubilizados no etanol.

Bravo, Goya e Lecumberri (2007) quantificaram de 72,9 a 76,0 mg de polifendlicos a
cada 100 mL de infusbGes de erva-mate e comprovaram correlagdo da concentragdo de
polifendlicos com a atividade antioxidante. Eles concluiram, ainda, que os acidos organicos sao
0S compostos majoritarios e os flavonoides correspondem a, em média, 5,6% da composi¢édo
total de polifendis presentes na erva mate. De maneira semelhante, nos resultados da pesquisa
realizada, os flavonoides correspondem a 5,9-11,9% da composicdo total dos polifendis nos
extratos aquosos. Entretanto, nos extratos hidroalcodlicos percebe-se elevada concentracao de
flavonoides em relacdo aos extratos aquosos, enquanto que esta diferenca ndo se apresenta na
quantificacdo de polifendlicos totais, lembrando que o trabalho referenciado ndo obteve

qualquer resultado nesse sentido.
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Nessa linha, Pagliosa e colaboradores (2010) quantificaram polifendlicos em extratos
aquosos e metanolicos preparados com erva-mate. Os autores encontraram diferencgas entre 0s
extratos e discutem que se deve a maior solubilidade dos compostos nos alcoois e também ao
fato que no extrato aquoso os polifenodis podem sofrer a agdo da enzima polifenoloxidase (PFO),
sendo polimerizados a quinonas. Nesse aspecto, a presente investigacao identificou resultados
bastante convergentes com os apontados por estes Ultimos autores.

5.2 Otimizacéo do método cromatografico

A CLAE tem sido a técnica analitica mais desenvolvida, difundida e empregada em
laboratorios de analise de industrias quimicas e farmacéuticas, em areas médicas e em muitos
outros campos da ciéncia e até em 6rgaos governamentais (MALDANER; JARDIM, 2009).

Para a aplicacdo desta técnica (por qualquer analista que j& ndo tenha um método
estabelecido), um dos primeiros passos consiste em se conseguir uma condicao cromatogréfica
adequada para avaliacdo do(s) componentes de interesse.

Para tanto, o desenvolvimento do método cromatografico se constitui em uma das
primeiras etapas do processo final de andlise de analitos em matrizes diversas. Este
procedimento inicial consiste numa complexa avaliacdo de multiplos fatores que interferem
simultaneamente na eficiéncia da separacéo, e podem interagir entre si. Destacam-se pH da fase
movel, concentracdo do modificador organico, fase estacionaria (composicdo, dimensoes,
tamanho de particula), inclina¢do do gradiente, temperatura, entre outros.

Por intermédio da otimizacdo classica (SNYDER; DOLAN, 1996), é possivel obter bons
resultados de otimizacdo do método cromatografico em avaliacdo, mas o tempo que se leva até
a otimizacgdo do meétodo € elevado, pelo fato de que os fatores sdo avaliados um a um e a selegdo
das condicOes 6timas depende da analise minuciosa dos cromatogramas.

A CLAE e uma técnica analitica bastante empregada, devido ao custo acessivel aos
principais laboratorios e a sua eficiéncia em comparagdo com as metodologias néo-
instrumentais. Entretanto, dependendo da matriz que se deseja analisar, efeitos de dispersdo
extra-coluna podem ocorrer, prejudicando a eficiéncia da separagdo. Alem disso, devido as
dimensbes da coluna, pode ocorrer elevacdo no tempo de analise (FEKETE; FEKETE;
GANZLER, 2009).

A CLUE ¢ o avango mais recente das técnicas de separacdo, baseia-se nos mesmos

principios da CLAE e utiliza fases estacionarias com particulas menores que 2 pum. O uso destas
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particulas juntamente com as altas velocidades lineares da FM aumentam a resolugdo e a
detectabilidade e diminuem o tempo das analises (MALDANER; JARDIM, 2009).

Contudo, as dificuldades apontadas no inicio desse topico sdo superadas quando o
modelo de otimizacao fundamenta-se em parametros mensuraveis que podem sofrer tratamento
estatistico, e se faz uso da CLUE. Neste sentido, as equagdes de regressdo linear multipla podem
ser Uteis para avaliar a influéncia e a interagdo dos fatores na modulagdo de uma resposta.

A sistematizacdo do processo de otimizacdo neste trabalho consistiu em avaliar num
modelo fatorial fracionario diferentes parametros envolvidos na qualidade analitica dos
resultados, em duas fases. A primeira, levando em conta variaveis de caracteristica qualitativa,
triando as melhores condic¢des de fase estacionéria, faixa de pH, tempo de corrida e modificador
organico. Numa segunda etapa, ap0s ajustados os parametros iniciais, variaveis de ordem
guantitativa permitiram o ajuste fino do método, sendo eles: o valor especifico de pH da fase
movel, temperatura da coluna, fluxo e concentracédo final de modificador organico.

Quando da realizagdo dos experimento, na primeira fase, obteve-se ap6s uma anélise da
variancia entre a resposta prevista e a resposta obtida em cada corrida da fase de varredura, uma

triagem dos termos a serem incluidos na equacéo de regressao:

y:bo+b24.X2.X4+b12.X1.X2+b133.X1.X32+b234.X2.X3.X4+b22.X22+b34d.X3.X4d+

D2ab . X2 . Xap + D2ac . X2 . Xac + D22ap . X2% . Xap

Onde y ¢ a resposta (nimero de bandas cromatograficas); bo é a constante da equacao;
b1 é o modificador organico; b2 é o tempo do gradiente; bz é o pH; bay é a coluna BEH Cg; bac
é a coluna CSH PFP e bhsq é a coluna CSH fenil-hexil. As multiplicacfes entre os coeficientes
correspondem as interagbes e os valores de X representam 0s pardmetros experimentais
aplicados a cada fator.

Diferentes modelos de regresséo foram testados: linear, quadratico e cubico. O modelo
de regressao cubico foi o selecionado por apresentar o melhor coeficiente de regressédo (R =
0,9387).



50

10.0004
5.0004
S 0.000- EE Efeito positivo
S N E feito negativo
y—
W 5 000
-10.0001

S S5 333888 3383538388

S g8 8887

Parametros

Figura 4 — Magnitude dos coeficientes da primeira equacao de regressao.

Observa-se na Figura 4 a magnitude dos coeficientes da equagé@o de regressdo obtida
neste estudo. A partir dos dados avaliados, pode-se concluir o quanto um efeito interfere na
resposta e se essa interferéncia é positiva ou negativa. Percebe-se que os coeficientes que
representam as diferentes fases estacionérias foram os que apresentaram maior relevancia (bad,
Dac € bap).

Nota-se que o coeficiente bag, referente a coluna fenil-hexil, apresentou efeito positivo
com maior magnitude em relacdo as colunas BEH C8 (bab) e CSH PFP (bac). Entretanto, esta
mesma fase estacionaria apresentou efeito negativo, quando se considera a interagdo com outros
fatores, como o pH (bs3ad).

A partir da analise estatistica dos resultados dos 45 experimentos, foi possivel definir a
melhor combinacdo de parametros da fase de varredura: coluna BEH Cs, pH acido, tempo de
corrida de 12 minutos (incluindo o tempo de re-equilibrio do sistema) e acetonitrila na
composicgdo da fase movel, para a matriz analisada. O cromatograma obtido esta apresentado

na Figura 5.
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Figura 5 — Cromatograma obtido por CLUE ap0s a primeira etapa da otimizacao.



Efeito

51

Finalizada a primeira fase, apds a sele¢do dos parametros relevantes, foram realizados
mais outros 39 experimentos nos quais variaveis criticas para a seletividade e eficiéncia do
método foram estudadas.

A partir dos resultados observados na segunda fase da otimizagdo, construiu-se outra
equacdo de regressdo, desta vez considerando-se como resposta 0 nimero de picos com
resolucéo (Rs) acima de 1,5.

O critério de inclusdo dos termos consistiu na menor variancia e maior significancia

estatistica dos mesmos. A equacdo de regressao foi a seguinte:

y:bo+b1.X1+b4.X4+b114.X12.X4+b33.X32+b233.X2.X32+b12.X1.X2

Onde y € a resposta (nimero de bandas cromatograficas com Rs > 1,5); bo é a constante
da equacao; b1 é o fluxo; b2 é a concentracdo final de modificador organico; bz é a temperatura
e bs é 0 pH. As multiplicacdes entre os coeficientes correspondem as interacdes e os valores de
X representam os parametros experimentais aplicados a cada fator.

Da mesma forma que na primeira equacao de regressao, o0 modelo cubico foi 0 mais
apropriado para a segunda, atingindo coeficiente de regressdo (R) igual a 0,9544. Os
coeficientes foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e aqueles que apresentaram
maior significancia estatistica foram bz, bs e b3z (p<0,001), indicando que s&o esses o0s principais

responsaveis pela modulacdo da resposta y.
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Figura 6 — Magnitude dos coeficientes da segunda equacao de regressao.
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A Figura 6 apresenta a magnitude dos coeficientes da equacdo de regresséo, indicando
que o fluxo (b1) e 0 pH (bs) produzem efeito negativo, isto €, a medida em que se incrementam
seus valores, reduz-se o nimero de picos com Rs>1,5 (resposta). O terceiro coeficiente
estatisticamente significativo foi o coeficiente quadratico da temperatura (bss), também
demonstrando que temperaturas muito altas sdo desfavoraveis.

Uma forma de interpretar graficamente a interacéo entre os fatores é por intermédio de
um grafico tridimensional, chamado de superficie de resposta, que plota os fatores dois a dois,
em funcéo da resposta.

A Figura 7 demonstra o efeito negativo do fluxo e da concentracdo do modificador
organico no nimero de picos. A maior quantidade de picos com boa resolucdo € obtida em
condicdes de baixa vazdo e concentracdes de até 55%, que corresponde a aproximadamente 17

picos na melhor condicéo de fluxo e concentracao final de modificador organico.
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Figura 7 — Superficie de resposta envolvendo fluxo/concentracdo final de metanol
versus numero de picos com Rs > 1,5.

A partir do processamento estatistico da regresséo linear multipla obtida dos dados da
CLUE foi possivel definir a condi¢do cromatogréfica otimizada (Tabela 5) e o processamento
efetuou-se no software Fusion Method Development from S-Matrix.

Os equipamentos de CLUE sao capazes de produzir analises rapidas e eficientes, alem
de permitir estratégias de automatizacdo, que minimizam a interferéncia do operador e,

consequentemente, promovem melhora na reprodutibilidade. Entretanto, o elevado custo desses
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cromatdgrafos torna inviavel a sua utilizacdo em laboratdrios de controle de qualidade de
médias e pequenas empresas para aplicagcBes rotineiras. Esse motivo justifica, nessas
circunstancias, a projecdo do método para equipamentos de CLAE, que se mostra mais
aplicaveis a realidade dessas empresas — que &, também, o panorama da grande maioria dos
laboratdrios analiticos nacionais.

Assim, a conversdo dos parametros para a plataforma CLAE efetuou-se utilizando os
softwares Selectivity Chart e Acquity Columns Calculator, cedidos pelo Laboratério de
Aplicacdes Luis Barssoti, da Waters do Brasil (Sao Paulo, SP), objetivando aplicar os resultados
de otimizacgdo obtidos na rotina do laboratorio de anélises utilizado para o desenvolvimento
deste trabalho.

O solvente disponivel no momento da execucdo das analises na CLAE era o metanol.
Desta forma, o método otimizado foi testado utilizando-se esta FM para a obtencdo dos
fingerprints, obtendo-se 6timos resultados e padronizando-se o metanol como solvente forte.
Visualiza-se aqui que o planejamento fatorial € importante para a selecdo das condic6es 6timas,

mas que o resultado pode ser adaptado a realidade do equipamento e/ou do laboratorio.

Tabela 5 — Condicdo cromatografica obtida pelo estudo fatorial nas plataformas CLUE e

CLAE.
Parametros Plataforma CLUE Plataforma CLAE
Tipo BEH Cg XBridge Cs
Coluna )
Dimensdo 50 x 2.1 mm, 1.7 um 75 x 4.6 mm, 2.5 um
Fase modvel Acetonitrila (B) e 4gua Metanol (B) e agua
ultrapuraem pH =2.17 ultrapuraem pH =2.17
(&cido formico) (A) (&cido formico) (A)
Fluxo 0.4 mL/min 1.3 mL/min
Coluna 33°C 33°C
Temperatura o
Autoinjetor 10 °C 10 °C
Volume de injecdo 1puL 10 puL

A figura 8 apresenta o fingerprint de um extrato de erva-mate obtido através do método
desenvolvido (CLUE).
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Figura 8 — Fingerprint de erva-mate obtido por CLUE ap0s a otimizagdo do método.

Deste cromatograma constata-se um bom nimero de picos com excelente resolucéo,
sendo esses resultados esperados para a analise de um extrato bruto. O método desenvolvido
foi aplicado usando-se CLAE para a analise das sete amostras em estudo, conforme se observa
na Figura 9.

2.000000

1.500000

UA

1.000000

0.500000

0.000000 —1 AN Jlk‘k

0 5 10 15 20 25 30 35

Tempo (min)
-0.500000

Figura 9 — Fingerprint de erva-mate obtido por CLAE. Condic¢Bes cromatograficas: coluna
XBridge C8 75 x 4.6 mm/2.5 um; fase mdvel: MeOH (B) e agua ultrapura (A); vazdo 1,0
mL/min; temperatura da coluna 33 °C; gradiente: 0-5 %B em 2,62 min; 5-32,5 %B em 12,13
min; 32,5-90 %B em 1,66 min; 90 %B por 4,86 min; 90-5 %B em 7,61 min.

No mesmo sentido deste trabalho, Ji e colaboradores (2005) desenvolveram um estudo
fatorial em quatro passos para a selecdo de parametros cromatogréaficos, determinacdo das

condicdes otimas e validacdo do método para a obtencéo de fingerprints por CLAE de extratos
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de Ginkgo biloba. Os autores obtiveram rapidamente bons resultados e sugerem que esta
estratégia pode ser utilizada para o controle de qualidade de outras espécies vegetais.

Alaerts e colaboradores (2007) executaram um estudo para a obtencdo, através da
CLAE, de fingerprints de quatro espécies vegetais. Foi conduzida uma primeira etapa de
varredura ou screening, para determinar a melhor caracteristica de fase mdvel para cada
amostra. Em seguida, na etapa de otimizag&o, foram ajustados o fluxo, comprimento da coluna,
inclinacdo do gradiente e comprimento de onda. De forma semelhante a esse trabalho, a
otimizacdo foi sistematizada avaliando numa primeira etapa as variaveis de caracteristica
qualitativa; numa segunda etapa, realizou-se o ajuste fino do método, determinando 0s

parametros de caracteristica quantitativa.

5.3 Validacao e andlise quantitativa

A quantificacdo de marcadores quimicos € um importante parametro de avaliacdo da
qualidade de matérias-primas vegetais, como pode-se observar em diversas monografias de
espécies vegetais contidas na Farmacopeia Brasileira.

A selecdo das substancias quimicas empregadas como marcadores quimicos de uma
espécie vegetal, normalmente estd associada a identificacdo de um grupo de metabdlitos
secundarios, comumente presentes na erva-mate. Em outros casos, avalia-se alguma substancia
em especial que pode estar relacionada a atividade farmacoldgica desta espécie (marcador
ativo) ou seja apensas uma substancia que garanta a importancia econémica do produto em
questdo (marcador analitico) (EFFERTH; GRETEN, 2012).

Para este trabalho, trés substancias foram selecionadas como marcadores quimicos:
cafeina, teobromina e acido clorogénico. As duas primeiras (Figura 10) pertencem a classe das
metilxantinas, que sdo pseudoalcaloides derivados da purina, responsaveis pela atividade
estimulante atribuida a erva-mate e também impactantes no valor econdmico do vegetal
(BRACESCO et al., 2010). Ja o acido clorogénico € um acido organico polifendlico derivado
da esterificacdo de &cidos trans-cindmicos (acido cumarico, acido ferulico, &cido cafeico) com
0 4cido quinico. E dotado de atividade antioxidante importante na protecdo contra o stress
oxidativo e doencas cardiovasculares, neoplasicas e neurodegenerativas (BELAY; GHOLAP,
2009). Esta acdo farmacoldgica, atribuida ao extrato da erva-mate, é a buscada pelas pessoas

quando do uso da planta nas mais diversas formas de apresentacao.
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Figura 10 — Marcadores quimicos selecionados para a quantificagdo na erva-mate. A)
Cafeina; B) Teobromina; C) Acido clorogénico.

Neste contexto, como a erva-mate é usada comumente na forma de chimarrdo e os
extratos do vegetal sdo empregados como matéria prima para o preparo dos mais diversos
produtos farmacéuticos, cosméticos e nutracéuticos, se faz necessario realizar a determinacéo
qualitativa e quantitativa dos principais marcadores quimicos desta espécie.

Ressalta-se ainda a importéancia de que todo método analitico qualitativo ou quantitativo
precisa ser validado, para que se demonstre que 0 mesmo é apropriado para atender a finalidade

pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa e/ou quantitativa dos marcadores quimicos.

O método analitico desenvolvido foi validado. As curvas de calibracdo obtidas para os
trés marcadores apresentaram coeficiente de regressdo linear (r?) superior a 0,999,
demonstrando a presenca de linearidade na relacdo entre a &rea do pico e concentragdo do
analito dentro do intervalo de concentracdo proposto. As curvas de calibracdo podem ser

observadas nas Figuras 11, 12 e 13.
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Figura 13 — Curva de calibracdo do &cido clorogénico

Um exemplo de cromatograma tipico da etapa de validacdo pode ser observado na Figura 14.
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Figura 14 — Cromatograma dos padrdes primarios de 1) teobromina; 2) acido

clorogénico; 3) cafeina.

A seletividade da cafeina, teobromina e é&cido clorogénico foram examinadas
comparando o espectro do arranjo de fotodiodos e os fatores de retencdo dessas subtancias nas
corridas analiticas e nas injecdes dos padrdes comerciais. Uma vez que ndo foram encontrados
elementos co-eluidos nas bandas dos trés marcadores, o método foi considerado adequado para
a quantificacdo dos mesmos. Os parametros de equacédo da reta, linearidade, preciséo, limites
de detecéo e quantificacéo, e recuperacao estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros de validacéo da teobromina, acido clorogénico e cafeina.

Parametro

Teobromina

Acido clorogénico Cafeina

Fator de retencéo (k)

Linearidade

Precisdo

intradia

Precisao

interdia

LID (ug/mL)
L1Q (ng/mL)

Equacéo da

reta

r2

Exatidéo (%)
CV (%)
Exatidao (%)

CV (%)

Recuperacéo (%)

4,67

y=45.748.390,88 x — 32.899,10

0,99971

101,40
0,58
101,83
1,31

0,1
0,5

98,900

y=13.875.863,04 x — 4,20

8,93 9,81

y =41.198.346,84 x —90.436,70

0,99970 0,99963
102,10 101,30
0,36 0,68
102,08 100,27
0,69 1,12
0,1 0,03
0,5 0,04
98,250 96,520
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Os valores de precisdo foram expressos em termos do coeficiente de variagdo (CV%)
entre as triplicatas de injecdo. Para a teobromina, foram obtidos valores de CV% entre 0,17 e
3,17%, e as exatidGes mantiveram-se no intervalo de 101,0 a 103,2%; para o &cido clorogénico,
foi encontrado o intervalo de 0,18-2,54% de CV% e as exatiddes mantiveram-se no intervalo
de 98,9-104,9%); para a cafeina, os valores de CV% permaneceram entre 0,41 e 3,63%. Esses
resultados séo aceitaveis, uma vez que o CV% ndo ultrapassa 5% em nenhum dos grupos de
triplicatas (BRASIL, 2003).

O limite de inferior de deteccdo (LID) foi determinado pela relacdo sinal-ruido, onde a
area da banda cromatogréfica encontrada para a FM nos tempos de reten¢do dos marcadores foi
comparada com a area das bandas cromatograficas dos padrdes externos. O LID foi
determinado quando a razdo entre essas areas € igual a 3 (trés), sendo 0,1 pg/mL para a
teobromina, 0,1 pg/mL para o acido clorogénico e 0,03 pg/mL para a cafeina. Observa-se que
quantidades muito pequenas destes marcadores quimicos pode ser detectada pelo método
cromatogréfico.

O limite inferior de quantificacdo (LIQ) também foi determinado pela relacdo sinal-
ruido, segundo o0 mesmo procedimento da determinacao do LID. Contudo, neste caso 0s valores
de L1Q sdo encontrados quando a razao entre as areas da FM e do padrdo externo ¢ igual a 10
(dez). Foram determinados valores de LIQ de 0,05 pg/mL para a teobromina (CV% néo
ultrapassou 2,49%), 0,5 ug/mL para o &cido clorogénico (CV% néo ultrapassou 3,32%) e 0,04
pg/mL para a cafeina (CV% nao ultrapassou 1,96%).

Neste método, as amostras nao necessitaram de nenhum pré-tratamento prévio a injecéo
no cromatdgrafo além da filtracdo. Desta forma, a recuperacdo foi avaliada no sentido de
determinar a perda de amostra durante a passagem das mesmas pelos microfiltros de 0,22 pm.
Os valores acima de 96% encontrados para 0s trés marcadores sdo considerados aceitaveis.

A estabilidade no auto-injetor foi avaliada mantendo-se as amostras armazenadas por
sete dias no carrossel de amostras do cromatografo. As amostras foram injetadas e os valores
de exatidao ndo ultrapassaram a variacao de 5% para nenhum dos marcadores.

A robustez do método analitico define o impacto de pequenas variagbes no
funcionamento do equipamento nos resultados da analise. Foram avaliadas condi¢cdes de
temperatura de 2 °C para mais e para menos, obtendo-se valores de CV% de 0,17-1,86 % para
a teobromina; 0,05-0,52% para o &cido clorogénico; e 1,49-1,95% para a cafeina.

Percebe-se a partir dos dados relatados que todos os critérios da RE n° 899/2003
(ANVISA) foram atendidos. Entretanto, para elevar-se ainda mais a confiabilidade da curva

analitica, sugere-se que além do coeficiente de regresséo linear sejam levados em conta outros
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parametros estatisticos (PASSAGLI, 2011). Portanto, efetuou-se a anélise dos residuos para as

trés curvas analiticas (Figuras 15, 16 e 17).
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Figura 15 — Analise de residuos da curva analitica da cafeina.
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Figura 17 — Anélise de residuos da curva analitica do &cido clorogénico.

Observa-se que a magnitude dos residuos € muito pequena, para os trés marcadores. Nos
trés casos 0 modelo ajustado apresentou r2 acima de 0,999, muito similar ao valor obtido nas
curvas originais. Esses resultados indicam que nas trés curvas nao foram detectados problemas
como falta de ajuste e desvios de linearidade (RIBEIRO et al., 2008).

A interferéncia da matriz foi avaliada atraves de curvas de calibragdo com adicdo de
padréo (Figuras 18, 19 e 20).
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Figura 20 — Curva de adi¢do de padrdo do acido clorogénico.

As curvas apresentaram-se lineares (y = 45.602.317,97 x + 390.025,67 e r2 = 0,99990
para teobromina; y = 14.029.017,98 x + 720.117,02 e r2 = 0,99996 para o &cido clorogénico e
y = 41.839.983,75 x + 2.016.216,86 e rz = 0,99879 para a cafeina) e o paralelismo e
concordancia entre as duas curvas foi observado, permitindo-se inferir que a matriz nédo
interfere na analise dos marcadores quimicos (BELTRAME et al., 2006).

O método validado foi capaz de quantificar eficientemente acido clorogénico, cafeina e
teobromina em extratos de erva-mate. Foram analisadas sete matérias-primas diferentes
adquiridas no comércio de Ponta Grossa — PR e 0s resultados da quantificacdo estdo presentes

na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados da quantificacdo de teobromina, &cido clorogénico e cafeina nas
amostras comerciais.

Amostra Teobromina Acido clorogénico Cafeina
A H A H A H

Amostra 1 6,57 56,52 90,85 349,43 67,55 255,03
Amostra 2 14,33 58,96 110,42 388,15 70,56 312,12
Amostra 3 11,44 50,32 94,26 337,87 67,09 327,05
Amostra 4 11,60 46,16 72,89 341,29 51,16 211,80
Amostra 5 11,16 45,88 101,45 360,67 92,70 349,19
Amostra 6 12,90 51,33 9497 30590 61,18 237,72
Amostra 7 12,02 46,70 95,71 327,35 62,51 255,91

NOTA: A = extrato aquoso; B = extrato hidroalcoolico. Resultados expressos em mg por 100
gramas de vegetal.
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Observa-se que para 0s trés marcadores é encontrada diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05, teste de Wilcoxon ndo pareado) entre 0s extratos aquosos e
hidroalcodlicos. Essa diferenca deve-se a duas razfes principais: a primeira delas € que a
quantidade de biomassa vegetal empregada na preparacdo dos extratos aquosos foi quatro vezes
menor do que dos extratos hidroalcodlicos. Em segundo lugar, diferencas na solubilidade dos
compostos em relagédo ao solvente extrator exercem influéncia no teor dos marcadores, como
ja observado nos resultados de quantificacdo de flavonoides totais e polifenolicos totais por
espectrofotometria (Secdo 5.1). Além disso, € sabido que as xantinas apresentam baixa
solubilidade em agua, sobretudo a teobromina (ROTH et al., 1991).

Outra caracteristica interessante em relacdo a esses resultados é que o extrato
hidroalcodlico da amostra 5 apresentou 0 maior teor de cafeina entre as amostras (349,19 mg),
em contraste com o0 menor teor de teobromina (45,88 mg). Tal fenbmeno é mais evidente na
amostra 5, mas se justifica para as demais, pelo fato de que ambas as xantinas sdo provenientes
da mesma via biossintética, de forma que a producdo de uma pode comprometer a sintese da
outra (SIMOES et al., 2007).

Outros estudos ja quantificaram polifenolicos e xantinas em erva-mate. Gnoatto et al.
(2007) concluiram em seu estudo que o método de extragdo influencia no contetdo de
metilxantinas em llex paraguariensis, variando a razdo cafeina/teobromina de 1,4 a 14,0. Em
nosso estudo, de maneira similar, a razdo cafeina/teobromina varia de 4,8 a 10,3.

Pagliosa et al. (2010) detectaram 0,86 g de cafeina e 0,15 gramas de tebromina por 100
gramas de folhas secas, sendo a razdo cafeina/teobromina 5,7. Os mesmos autores detectaram
0 &cido clorogénico na concentracdo de 0,14 gramas por 100 gramas de folhas secas.

Através de cromatografia liquida e utilizando uma coluna de nucleo fundido, Rostagno
e colaboradores (2011) quantificaram cafeina e compostos fendlicos em bebidas estimulantes.
Foram encontrados para o cha mate 134 mg/L de &cido clorogénico e 40 mg/L de cafeina. Além
destes, foram encontrados em menor concentracédo o acido cafeico, quercetina e kaempferol.

Cansian (2003) encontrou quantificacdes entre 43,13 até 334,93 mg de cafeina por
grama de extrato utilizando CG acoplada a EM em 20 diferentes populacdes de llex
paraguariensis. Para a teobromina, 0 mesmo autor encontrou valores entre 0,04 e 0,39 mg/g de
extrato. Esses resultados demonstram a variabilidade na composi¢do quimica decorrente da

regido de cultivo da erva, observacao também realizada neste trabalho.
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5.4 Quimiometria

Em alguns casos, a determinacao quantitativa de alguns componentes nao é suficiente
para determinar a totalidade da composicdo quimica do vegetal. Assim sendo, a analise
multivariada quimiométrica dos fingerprints pode aprimorar as abordagens de controle de
qualidade de materiais vegetais (GOMES, 2009).

Os cromatogramas fingerprint obtidos por CLAE a 280 nm para os extratos de diferentes
amostras comerciais de erva-mate estdo apresentados nas Figuras 21 e 22. E possivel observar
visualmente nos cromatogramas uma grande similaridade entre as amostras, mas ndo podem
ser inferidas informacdes conclusivas sobre as reais diferencgas existentes entre elas, ou se estas

tratam-se realmente de amostras de erva-mate.

16 T T T T T T T

14 -

12 —

e Amostra7 |
Amostra 6
Amostra 5
Amostra 4
Amostra 3
Amostra 2
Amostra 1

02 I I ! I L I L L

3,33 6,66 9,99 13,32 16,65 19,98 23,31 26,64 30
(min)

Figura 21 - Fingerprints obtidos dos extratos hidroalcoolicos (H) de erva-mate.
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Figura 22 — Fingerprints obtidos dos extratos aquosos (A) de erva-mate.

Para a exploracdo dos dados quimicos provenientes da analise cromatogréfica, foram
aplicadas aos dados cromatogréaficos a analise de componentes principais (ACP) e a analise de
agrupamento hierarquico (AAH).

Os resultados da ACP demonstraram que para os extratos hidroalcodlicos o primeiro
componente (PC1) explicou 98,56% da variabilidade, enquanto que o segundo (PC2) e o
terceiro (PC3) componentes explicaram 0,82% e 0,41% da variabilidade, respectivamente. Da
mesma forma, para os extratos aquosos, PC1 explicou 99,05% da variabilidade, enquanto que
PC2 e PC3 explicaram 0,57% e 0,21%, respectivamente.

Em ambos os casos, os trés primeiros componentes foram capazes de explicar mais de
99% da variabilidade dos dados experimentais. A Figura 23 demonstra que a analise
guimiomeétrica dos cromatogramas obtidos dos extratos hidroalcoolicos classificou as amostras
em trés grupos distintos. No mesmo sentido, para os extratos aquosos, também foi possivel se

classificar as diferentes amostras em trés grupos (Figura 24).
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Figura 23 — ACP dos fingerprints dos extratos hidroalcodlicos (H) de erva-mate.
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Figura 24 — ACP dos fingerprints dos extratos aquosos (A) de erva-mate.
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Em ambos os casos (extratos aquoso e hidroalcodlico), as amostras 4 e 7 classificaram-
se de forma isolada em grupos distintos e as demais amostras agruparam em um unico bloco
separadamente, indicando que estas apresentam caracteristicas quimicas semelhantes entre si e
diferentes das amostras 4 e 7.

Para verificar o grau de similaridade entre as amostras e corroborar os dados da ACP
foi aplicada a AAH. Esta foi desenvolvida com aproximadamente 30% de similaridade para os
extratos hidroalcoolico e aquoso (Figuras 25 e 26). Os resultados permitem determinar que a
amostra 7 classifica-se diferentemente das demais amostras quando analisados os dados dos
cromatogramas dos dois tipos de extratos.

SAMPLE 7

SAMPLE 3

SAMPLE 2

SAMPLE 1

SAMPLE 4

SAMPLE &

—
-

SAMPLE 5

1 | 1 1 | 1 1
0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1

Figura 25 — AAH dos fingerprints dos extratos hidroalcodlicos de erva-mate
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Figura 26 — AAH dos fingerprints dos extratos aquosos de erva-mate.

Os resultados da AAH corroboram os resultados da ACP no sentido de que a amostra 7
esta distante das demais. E possivel identificar algumas razdes para o dado encontrado: a
amostra 7 é a Unica cultivada fora do Estado do Parana, embora seja comercializada na regido.
Sabe-se que fatores edaficos estdo relacionados a regido de cultivo e podem interferir
significativamente na producdo de metabolitos secundarios pelo vegetal (FREIRE, 2004).

As demais distingOes observadas entre as amostras podem ser geradas por diferencas no
processamento e/ou armazenamento do vegetal. A estabilidade de muitas substancias esta
condicionada a prevencdo contra a exposi¢do ao calor excessivo (ISOLABELLA et al., 2010).
Como o processamento da erva para a obtencdo do chimarrdo envolve temperaturas
relativamente elevadas, o tempo de secagem ou 0 sapeco podem ser etapas interferentes para a
caracterizacdo quimica da matéria-prima.

Por outro lado, quando a ACP e a AAH foram aplicadas a totalidade de extratos obtidos
(aquosos e hidroalcoolicos), os resultados puderam demonstrar claramente as diferencgas

intrinsecas entre os dois grupos (Figuras 27 e 28).
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Figura 27 — ACP dos fingerprints dos extratos aquosos (A) e hidroalcodlicos (H) de erva-mate.
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Figura 28 — AAH dos fingerprints dos extratos aquosos (A) e hidroalcoolicos (H) de erva-mate.



73

A diferenca entre os grupos A e H deve-se a afinidade quimica de muitos constituintes
com os solventes usados para o preparo dos extratos, que variam de acordo com a polaridade
das substancias. O método de extracdo causa varia¢oes qualitativas e quantitativas nas amostras,
que levam a classificagdes distintas na quimiometria (ISOLABELLA et al., 2010).

A quimiometria é uma importante ferramenta para classificar e identificar amostras
baseando-se em diferencas quimica, neste caso o perfil cromatografico. Varios outros estudos
obtiveram resultados semelhantes, quando do uso de métodos instrumentais associados a
estatistica multivariada.

Van der Kooy e colaboradores (2009) aplicaram ressonancia magnética nuclear (RMN)
e espectrometria de massas (EM) associadas a analise multivariada para o controle de qualidade
de materiais vegetais e fitofarmacéuticos, e os autores enxergam perspectivas futuras para o
desenvolvimento dessas técnicas.

Martins, Pereira-Filho & Cass (2011) analisaram o perfil cromatografico de seis
espécies do género Phyllanthus e através do uso de modelos quimiométricos foi possivel
classificar e autenticar 25 amostras comerciais.

Ainda, Kim e colaboradores (2010) usaram RMN e quimiometria para classificar onze
espécies sul-americanas do género llex e mostraram claramente que a discriminacao
metabolomica permite a classificacdo quimiotaxondmica das amostras. Neste estudo, 0s autores
concluiram que o grupo de espécies na qual se encaixa llex paraguariensis apresenta em sua
composicao grande concentracdo de xantinas e polifendlicos (fenilpropanoides e flavonoides),

em consonancia com os resultados deste trabalho.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a eficiéncia da cromatografia na
avaliacdo de matrizes complexas, como 0s extratos de produtos naturais.

A otimizacdo do método cromatografico pode seguir o modelo classico, pelo qual o
analista define as melhores variaveis a serem estudadas e a melhor condicao cromatografica de
analise. Contudo, a abordagem Quality by Design apresenta diversas vantagens sobre aquele
modelo, tais, como, por exemplo, a economia de tempo e a possibilidade de avaliacdo de
mdaltiplas variaveis simultaneamente.

O método desenvolvido foi util para a obtencdo do fingerprint da erva-mate e, ainda,
para a quantificacdo de trés diferentes marcadores: cafeina, teobromina e acido clorogénico. O
diferencial do método proposto consiste no fato desse ter sido validado para trés marcadores
diferentes num Unico cromatograma. Os parametros de validacdo apresentaram-se conforme o
recomendado pela legislagdo vigente, garantindo a eficiéncia e reprodutibilidade do método.

Os teores de cafeina, teobromina e acido clorogénico encontrados estdo de acordo com
os relatados na literatura para a espécie, levando em consideracdo que o local, condicdes de
cultivo e processamento da amostra, bem como o método extrativo provocam variabilidade
nesses resultados.

Somada a quantificagdo dos marcadores quimicos, a analise multivariada (aplicacdo de
modelos quimiométricos) do perfil cromatografico (fingerprint), demonstrou ser capaz de
averiguar semelhancas e diferencas entre os cromatogramas avaliados (informacdo quimica
sobre a planta detectdvel em determinada condicéo).

As analises de componentes principais (ACP) e de agrupamento hierarquico (AAH)
permitiram classificar as sete amostras comerciais avaliadas em grupos distintos, evidenciando-
se diferencas na amostra 7, que se trata da unica cultivada fora do Estado do Parana.

Este trabalho levantou uma estratégia moderna e viavel para o controle de qualidade da
erva-mate enquanto matéria-prima vegetal, e além de incrementar novos relatos cientificos
acerca da espécie, apresentou um novo método passivel de ser utilizado nos laboratérios de

controle de qualidade.
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