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1 TEMA

Extracdo, caracterizacdo e quantificagdo de metilxantinas em ervas-mate (llex

Paraguariensis) de diferentes localidades.

2 DELIMITACAO DO TEMA

Extragdo, caracterizacdo e quantificacdo de metilxantinas (cafeina, teobromina e

teofilina) em trés ervas-mate cultivadas em diferentes regiGes de Santa Catarina.

3 PROBLEMA

As metilxantinas sdo 0s compostos responsaveis pelas propriedades neuroestimulantes
e fisioldgicas da erva-mate. Visto isso, é possivel que a quantidade de metilxantinas se altere

de acordo com a regido onde séo cultivadas?

4 HIPOTESES

e Sera possivel extrair, separar e caracterizar as trés metilxantinas presentes nas ervas-
mate;

e Os valores de teofilina extraida da erva mate serdo inferiores ao de cafeina e
teobromina;

e Havera diferenca nos valores de metilxantinas entre as ervas das regides comparadas.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral
Analisar e comparar a quantidade de metilxantinas em ervas-mate de diferentes

regides de Santa Catarina utilizando cromatografia liquida de coluna e espectrofotometria de
infravermelho e UV-Vis.

5.2 Objetivos Especificos

e Extrair as metilxantinas (teofilina, teobromina e cafeina) das ervas-mate através de
extracGes com solventes;

e Separar as metilxantinas através de cromatografia liquida de coluna utilizando duas



fases estacionérias diferentes, a silica e a alumina;

e Caracterizar as metilxantinas obtidas nas ervas-mate através de espectrofotometria de
infravermelho;

e Quantificar as metilxantinas nas ervas-mate empregando espectrofotometria UV-Vis;

e Comparar as quantidades de metilxantinas nas ervas-mate de diferentes regides.

6 JUSTIFICATIVA

A llex paraguariensis € uma espécie nativa das regides subtropicais e temperadas da
América do Sul, onde é popularmente conhecida como erva-mate. Na regido Sul do Brasil, a
erva-mate faz parte dos habitos culturais, sendo utilizada na preparacdo de varios tipos de
bebidas como o chimarrao, tereré e chas (BASSANI et al., 2007).

Na regido Sul concentra-se a maior producdo de erva-mate do Brasil, sendo 180 mil
propriedades rurais, abastecendo 225 industrias, gerando 710 mil empregos e movimentando
cerca de 180 milhdes de recursos, concentrando 98% da producdo nacional. Com relagédo ao
consumo dessa espécie, a regido Sul também é a que mais consome, entre 3 e 5 kg/hab/ano
(Anuério Brasileiro da Erva-Mate, 1999 apud BERGER, 2006).

A erva-mate é constituida por varios componentes quimicos como 0S compostos
fendlicos, polifendlicos, alcaldides — onde estdo as metilxantinas—, taninos, aminoacidos,
vitaminas, minerais, dentre outros. Dentre esses compostos, as metilxantinas, pertencentes ao
grupo dos alcaldides, apresentam um elevado potencial estimulante. Entre elas estdo a cafeina
(1,3,7-trimetilxantina), a teobromina (3,7-dimetilxantina) e a teofilina (1,3-dimetilxantina).

A cafeina possui beneficios como reducdo de apatia, fadiga e favorecimento da
atividade intelectual do individuo. A teobromina possui funcdo antioxidante e pode ser
considerada como estimulante cardiaco, diurético e vasodilatador. Por sua vez, a teofilina é
muito utilizada para tratamento de doencas respiratdrias como bronquite e asma.

Cada vez mais 0s componentes quimicos da erva-mate vém sendo utilizados na
industria farmacéutica, no Ministério da Saude estdo registradas 14 preparacOes derivadas da
I. paraguariensis devido as suas propriedades terapéuticas, no qual & recomendado como
estimulante, anti-inflamatério, anti-reumatico, tonico e diurético (GIRARDI, 2010). As
metilxantinas beneficiam os nervos e musculos, conferindo-lhes maior capacidade de
resisténcia a fadiga, além de proporcionar uma melhora na circulacdo. (DALA NORA,
2008)

Segundo pesquisas realizadas na Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) a

erva-mate é eficaz na redugdo do colesterol ruim, conhecido como Lipoproteina de baixa



densidade (LDL) e aumento do colesterol bom, chamado de Lipoproteina de Alta densidade
(HDL). De acordo com os testes, houve uma diminuicdo de 15% da taxa de colesterol LDL
nos pacientes. Além disso, um estudo feito na Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ) mostrou que a erva- mate é capaz de proteger os pulmdes contra a fumaca do cigarro
e também é capaz de barrar o envelhecimento celular. A erva-mate é importante para acelerar
0 metabolismo, 0 que pode estar associado a perda de peso e prevencdo de doencas
cardiovasculares, além disso, devido ao seu efeito antioxidante € importante para protecdo da
pele contra a radiacao solar e seu efeito anti-inflamatdrio alivia queimaduras do sol.

O uso de produtos provenientes da I. paraguariensis estdo presentes no cotidiano de
uma parcela significativa da sociedade. Dessa forma, julga-se importante analisar a
concentracdo de metilxantinas na erva-mate e verificar se existe variacdo de acordo com a
regido onde € cultivada.

Na literatura, encontra-se que a composi¢cdo da erva-mate pode sofrer alteracGes
quantitativas — composicao quimica — e qualitativas — qualidade da erva-mate —, em funcéo de
diversas varidveis, como o tipo de cultivo, clima, solo, idade da planta, processamento
industrial, metodologia de analise e adubacdo (CUNHA et al, 2011 apud SILVA, 2015).

A vista disso, foi delimitada a quantificacdo e extracdo de metilxantinas das ervas-
mate de diferentes locais de Santa Catarina, sendo elas da cidade de Rio das Antas,
Canoinhas e Catanduvas. A escolha das cidades foi feita considerando os aspectos naturais de
cada cidade e a disponibilidade das ervas-mate nos mercados de Jaragua do Sul

Alguns aspectos relevantes acerca das cidades sdo quanto ao clima e fertilidade do
solo. As trés cidades - Canoinhas, Catanduvas e Rio das Antas - sdo classificadas, de acordo
com Koppen-Geiger, como de clima mesotérmico Umido e sem estacdo seca. O solo em
Canoinhas apresenta média e boa fertilidade em relevos praticamente planos margeando rios
ou locais de depressdo. O relevo de Rio das Antas é serrano, predominando a presenca de
mMOrros e possui uma vegetacdo nativa de Araucarias, assim como em Canoinhas.

O método de andlise da erva-mate mais utilizado em pesquisas deste ambito é a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), em razdo da sua maior sensibilidade. No
entanto, este método possui elevado custo e depende de equipamentos mais robustos, sendo
assim serdo utilizadas técnicas mais simples e de facil aquisi¢do, como cromatografia liquida

de coluna e espectrofotometrias de infravermelho e UV-Vis.



7. FUNDAMENTACAO TEORICA

7.1 Breve Historico da Erva-Mate

A erva-mate é conhecida desde a época pré-colombiana, no entanto, ha poucos
vestigios da sua utilizacdo. Alguns estudos indicam que foram o0s nativos guarani que
ensinaram seu uso aos espanhdis durante a ocupacao castelhana no Paraguai. O uso da erva-
mate como bebida tdnica e estimulante ja era conhecida pelos aborigines da América do Sul.
Segundo alguns autores, por volta de 1670, os jesuitas deram inicio ao cultivo da erva-mate
(DANIEL, 2009).

Em 1820, houve um enfraquecimento do cultivo da erva-mate nos agrupamentos de
nativos cristianizados no Paraguai. Foi nessa época que o Brasil iniciou a exploracéo da erva-
mate, as primeiras areas de exploracdo surgiram no Parana.

No inicio do século 19, o naturalista francés August de Saint-Hilaire fez vérias
viagens ao Brasil, esteve no Rio Grande do Sul, Curitiba e litoral. Ao retornar a Franca, em
1823, apresentou um relatorio dos ervais sulinos brasileiros, onde propds a designacéo de llex
paraguariensis (DANIEL, 2009).

No final do século 19 boa parte da economia brasileira era movida pela erva-mate, por
isso, ela passou a ser chamada de ouro verde. Com o objetivo de aperfeigoar, divulgar e
defender o produto no pais e no exterior, o governo brasileiro criou, em 2 de dezembro de
1927, o Instituto do Mate.

Enquanto a producdo de erva-mate crescia no Brasil, consequentemente, houve o
desaparecimento de grandes areas de florestas naturais, gerando a necessidade da
conservacao genética da erva-mate na América Latina.

A historia econbmica da erva-mate caracterizou-se em periodos de escassez dos
produtos, alternados por periodos de excessiva demanda, fases em que a erva-mate era
adulterada com outras plantas e, por fim, o método de consumo na forma de tereré ou
chimarrdo, considerado por muito anti-higiénico, contribuiu para restringir sua expansao a
outros continentes (DANIEL, 2009)

No Brasil, os estados da Regido Sul e 0 Mato Grosso do Sul séo os estados que
concentram a maioria dos ervais. A atividade ervateira tem grande importancia econdmica,
principalmente no sul. Presente em 180 mil propriedades rurais, abastecendo
aproximadamente 725 industrias, gerando 710 mil empregos por ano. De acordo com o
Anuério Brasileiro da Erva-Mate (1999), as ervateiras do estado de Santa Catarina e do

Parand j& tiveram participacbes de exposi¢des internacionais na Europa, mostrando seu



relevante valor ndo apenas para o Brasil, mas também para o exterior. A erva-mate também
contribuiu para a fixagdo de imigrantes no século passado e é exportada pelo Brasil para

paises como Japéo e Estados Unidos (Anuario Brasileiro da Erva-Mate, 1999).

7.2 A Erva-Mate em Santa Catarina

Essa bebida é bastante comum em Santa Catarina, devido as baixas temperaturas no
inverno, quando a bebida é bastante consumida para também, aquecer o corpo. H& outra
versdo do Chimarrdo, em que a erva é servida com agua gelada ou até mesmo sucos, de
limdo, laranja e até macd, o chamado Tereré, comumente usado para se refrescar nos dias
quentes.

Em todo o territério brasileiro hd a comercializacdo do chd de erva-mate,
disponibilizados em “saquinhos” contendo a erva concentrada para o consumo humano
quando mergulhadas em agua quente ou fria. Recentemente, a erva-mate vem sendo utilizada
também para a producdo de cervejas e de farinhas. Porém, ndo é somente na industria
alimenticia que se encontra a erva:

Além das tradicionais destinagdes da erva-mate, comega a crescer a utilizacdo da
erva na inddstria quimica podendo ser utilizada como tintas (corantes) e resinas,
medicamentos, desinfetantes, material esterilizante, elemento de reciclagem.
Perfumes, desodorantes, cosméticos ou sabonetes, ampliam ainda mais as
possibilidades de mercado para o produto, apesar de sofrer concorréncia de outras
matérias-primas. Os residuos como goma e pé sdo componentes basicos de joias e
bijuterias femininas (DALLA NORA, 2008).

Segundo Da Croce (2001), a erva-mate em Santa Catarina é encontrada em
aproximadamente 140 municipios, 0s quais possuem em torno de 19.700 propriedades rurais
e cerca de 118 mil trabalhadores nas 118 empresas processadoras distribuidas pelo estado. A
producdo estimada ultrapassa 112.000 t/ano de erva-mate cancheada (erva-mate seca)
beneficiada.

Essas caracteristicas ddo ao estado o titulo de primeiro produto brasileiro de erva-
mate, cuja producdo € sustentada por 80% de ervais nativos e 20% cultivados, distribuindo-se
desde a Serra do Mar até a divisa com a Argentina (FRANCO, 1992).

7.3 A Erva-Mate

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, foi primeiramente
estudada pelo naturalista francés August de Saint-Hilaire de 1820 a 1824, no Brasil. Ele
nomeou a arvore como llex paraguariensis, pois acreditava que era a mesma arvore que ele

havia encontrado no Paraguai dois anos antes. Ja mate vem da palavra quichua mati, que



significa cuia (Figura 1), que é o utensilio geralmente usado para a degustagdo do chimarréo
ou do tereré (EDWIN et al, 1967 apud BERGER, 2006).

Figura 1: Cuia utilizada para o consumo da erva-mate na forma de chimarrdo ou tereré

A llex paraguariensis (Figura 2 e 3) é uma arvore da familia Aquifoliaceae, podendo
atingir 12 metros de altura, nativa das regides subtropical e temperada da América do Sul,
possui tronco curto, com um didmetro médio de 40 cm. Seu fruto é pequeno e arredondado,
com coloracdes de verde a vermelho-arroxeado, possui também flores pequenas, de cor
esbranquicada e suavemente perfumada. Sua folha é de formato oval e tem as bordas
dentadas, desprovida de pelos, sendo estas aproveitadas na culinaria, de varias formas.

Figura 2 e 3: Arvore,folhas, flor e fruto da erva-mate*

De acordo com o sistema de classificagdo de Cronquist (BERGER, 2006), a
taxonomia da llex paraguariensis obedece a seguinte hierarquia:

! Figura 2-Fonte: <http://www.ufrgs.br/alimentus1/objetos/erva-mate/agri_carachotanicas.html >



http://www.ufrgs.br/alimentus1/objetos/erva-mate/agri_caracbotanicas.html
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Quadro 1: Taxonomia da erva-mate

Erva-mate
Nome cientifico Ilex paraguariensis
Reino Plantae
Divisao Magnoliophyta (Angiospermae)
Classe Magnoliopsida (Dicotiledonae)
Ordem Celastrales
Familia Aquifoliaceae
Género llex
Espécie Paraguariensis

As plantas do género llex estdo presentes em regides tropicais, subtropicais e
temperadas em todo o globo, com mais de 700 espécies. Especificamente na América do Sul
existem 218 taxas ja registradas, sendo que o Brasil e a Venezuela apresentam maior
diversidade com 68 e 64 taxas, respectivamente (GIBERTI, 1995 apud DANIEL, 2009).
Segundo o Anuério Brasileiro da erva-mate (1999) “Atualmente existem aproximadamente
550 a 660 espécies do género llex apesar da variedade de espécies, apenas trés espécies sdo
Uteis para a producdo de erva-mate: llex angustifolia, llex amara e a llex paraguariensis, esta

ultima, também conhecida como erva-mate argentina”.

O cultivo da erva-mate se da pelo processo de silvicultura, em que antes de iniciar a
plantagéo s&o observados com cuidado pontos como aproveitamento, exploracdo e manutencao
racional das florestas, em funcdo do interesse ecologico, cientifico, econémico e social do
cultivo. O plantio de sementes se inicia a partir do més de abril, podendo estender-se até
setembro, de acordo com as condi¢Ges climaticas.

A espécie apresenta bons resultados na regido sul devido aos aspectos climaticos, pois
a planta precisa de temperaturas amenas e chuvas regulares. O solo ndo pode ser compactado,

encharcado ou raso, pois se possuir menos de um metro de profundidade ocasiona queda no



11

desenvolvimento e rendimento da erva-mate, acentuado em periodos de deficiéncia hidrica,
reduzindo a vida util das plantas. Os frutos da erva-mate, geralmente amadurecem entre
janeiro e fevereiro, quando acontece sua colheita. As arvores passam pela colheita a cada dois
anos, que também € a idade necessaria para a primeira poda.

As folhas colhidas sdo usadas de diversos modos para o consumo humano. E uma
tradigdo do sul do Brasil, o chimarrdo, onde a erva triturada é colocada em uma cuia, onde se
acrescenta dgua aquecida, entre 70° e 80° C, ocorrendo uma infusdo. Podemos visualizar todo

esse processo na Figura 4.
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Figura 4: Processo para o consumo da erva mate.’

7.4. Propiedades da Erva-Mate

7.4.1 Aspectos gerais

A erva-mate (l. paraguariensis) apresenta algumas classes de compostos
fitoquimicos, ou seja, compostos quimicos biologicamente ativos que podem ser encontrados
em ervas e vegetais e possuem beneficios a salde. Entre esses compostos, podem ser citados
as metilxantinas, fendis e acidos fendlicos, aminoacidos, compostos nitrogenados, acidos
graxos, antocianinas, flavonoides, entre outros (NAKAMURA, 2003).

Dentre esses diferentes compostos presentes na erva-mate estdo as saponinas (Figura
5). Elas s@o responsaveis pelo sabor amargo da erva-mate, pela solubilidade da bebida e
também pela formacdo de espuma. A saponina apresenta diferentes fun¢bes como por

2 Figura 4-Fontes: [1] Imagem Planta. Disponivel em: <
www.prezi.com > [2] Imagem produzida pelo grupo.

[3] Imagem disponivel em: < https://3dwarehouse.sketchup.com/model.html?id=u2ac c6bba-0c07-470a-9f1a-
43d3c234f7e6 > [4] Imagem disponivel em: http://clipartsign.com/image/13245/

[5] Imagem produzida pelo grupo.

[6] Imagem disponivel em:< http://oleandros.blogspot.com.br/2006/09/0s-10-mandamentos-do-chimarro.html >


http://www.prezi.com/
http://clipartsign.com/image/13245/
http://oleandros.blogspot.com.br/2006/09/os-10-mandamentos-do-chimarro.html
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exemplo, acdo anti- inflamatoria, diurética e expectorante (CANTERLE, 2005).

Ry
Rz
RO

R= H, Sapogenina esteroidal
R=Azulcares (Deoxi), Saponina

Figura 5: Saponinas.®

A erva-mate apresenta variagdes em sua qualidade, no conjunto de suas
caracteristicas e beneficios devido a influéncia de alguns fatores como a idade das arvores e
das folhas, a época de colheita, o sistema de cultivo, regido produtora e as formas de
beneficiamento e armazenamento, época de poda, luminosidade, tipo de solo e teor de
minerais, adubacdo, variabilidade genética, além dos métodos de extracdo, isolamento e
quantificacdo (VIEIRA, 2009).

Segundo Pedrolo (2005 apud Filipi et al, 2000) a erva é utilizada na medicina popular
para o tratamento de doencas como artrite, lenta digestdo, obesidade, dor de cabeca e
reumatismo e também é conhecida por conter compostos com propriedades antioxidantes.
Ela apresenta propriedades estimulantes ao sistema nervoso central atribuido ao teor das

metilxantinas, que serdo abordadas a seguir.

7.4.2 Metilxantinas

As metilxantinas (Figura 6) sdo derivadas de bases puricas que sdo compostos
nitrogenados. Suas sinteses tém como precursora a xantina, por isso, essas substancias sao

compostos metilados dessa xantina

0 R,
R N 1 Cafeina: R=R;=R,=CH,

N | > 2 Xantina-R=R;=R,=H
D,/fIf\N N 3 Tedflina R=R4=CH4y R,=H
|
R4

4 Teaobromina: R =H; R1=Rs=CH;,

Figura 6: Representacdo genérica de alguns compostos xantinicos*

8 Figura 5-Fonte: http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Saponinas&lang=3


http://www.lookfordiagnosis.com/mesh_info.php?term=Saponinas&amp;lang=3
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Essas substancias sdo de origem vegetal e responsaveis pela obtengdo de bebidas
estimulantes. As metilxantinas mais importantes sdo a cafeina, teofilina e a teobromina,
sendo as duas primeiras as mais importantes para a industria farmacéutica por suas

caracteristicas estimulantes do sistema nervoso e respiratorio, respectivamente.

7.4.3 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é um alcaldide pertencente ao grupo das
metilxantinas com a formula molecular é CsH10N4O2 . Se caracteriza por ser uma substancia
branca, solida e inodora, pouco soltvel em &gua e com o ponto de fusdo entre 234 e 239° C.
A cafeina (Figura 7) € relativamente toxica (DLso = 75 mg/kg), mas para se obter uma dose
letal de cafeina, o individuo deveria ingerir cerca de uma centena de xicaras de café em um

curto periodo de tempo. (Apostila do Departamento de quimica — UFSC).

CHj

|
N N 0]
]
N
/N “CH,
H3C o
Figura 7: Estrutura quimica da cafeina

A cafeina atua bloqueando a adenosina, neurotransmissor do sono. Ao ser ingerida
em quantidade adequada, a cafeina reduz a sonoléncia, a apatia e a fadiga, além de favorecer
a atividade intelectual do individuo, aumentando a capacidade de atencdo, concentracdo e
memo©ria (Segatto, 1999; Lima, 1995 apud Encarnacdo; Lima, 2003. p. 26).

Aproximadamente 250 mg de cafeina, para pessoas que ndo estejam habituadas ao seu
consumo regular, pode levar a um aumento da frequéncia cardiaca (taquicardia). Em certos
casos, pode chegar a sentir-se a sensacao de palpitacées. (SOARES; FONSECA, 2004)

Pode ser encontrada em diversas plantas como no guarana, erva-mate e em outros
vegetais, e € responsavel pelo efeito estimulante de bebidas como cha e café e de
refrigerantes. E também um dos principios ativos de bebidas ditas “energéticas” (Apostila do

Departamento de quimica - UFSC).

* Figura 6- Fonte: Apostila do departamento de quimica-UFSC
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7.4.4 Teobromina

A Teobromina conhecida como 3,7-dimetilxantina (Figura 8) é um alcaléide que faz
parte do grupo de compostos quimicos referidos como metilxantinas. Possui férmula
molecular C7HsN4Oz e a dose letal (DLso) para 0 organismo humano é de 1000 mg/kg. E um

po branco pouco soltvel em agua.

HNTY N>
/4
O)\rrl N
CHs

Figura 8: Estrutura quimica da Teobromina

Na medicina moderna, a teobromina é usada como vasodilatador (alargador de vaso
sanguineo). Ndo é considerada uma substancia viciante, mas ja foi apontada como causadora
do vicio do chocolate. Além disso, esta metilxantina possui algumas caracteristicas
antioxidantes (BEAUDOIN et al., 2011).

Diferentemente da cafeina, a teobromina tem menos impacto no sistema nervoso
central (SNC), mas ainda sim estimula o coracdo em um alto grau. Apesar dos efeitos leves
ao SNC, a teobromina ainda pode causar insdnia, ansiedade e tremores.

A teobromina presente na erva-mate atua no relaxamento dos musculos lisos, além de
serem considerados estimulantes cardiaco, diurético e vasodilatador. (CAMPOS et al, 1986
apud MACCARI JUNIOR et al, 2000). Além disso, vem sendo muito utilizada como doses
terapéuticas para quimioterapia de alguns canceres, angina peitoral e edema cardiaco (GIL et
al., 1993).

Além de encontrada na erva-mate, a teobromina € a metilxantina predominante do
cacau e proporciona efeitos psicostimulantes. Contudo, a concentragdo de teobromina no

cacau varia dependendo da espécie do fruto.

7.4.5 Teofilina

A teofilina conhecida como 1,3-dimetilxantina (Figura 9) é um alcal6ide de forma
molecular C7HsN402 integrante do grupo das metilxantinas. E pouco soltvel em agua e sua
DLso para 0 organismo humano é 332 mg/kg.
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Figura 9: Estrutura quimica da Teofilina.

A teofilina esta relacionada a mecanismos de responsividade brénquica a histamina e
aeroalérgenos, por exemplo. Outras acbes da teofilina também incluem a inibicdo de
mediadores inflamatorios, ou seja, a teofilina é bem utilizada para tratamento de doencas
respiratorias como bronquite e também asma (FILHO, 2016).

Essa metilxantina é absorvida pelo gastro intestinal e é metabolizada pelo figado
devido ao sistema enzimaético. Ingestdes excessivas de teofilina podem causar nauseas,
vomitos e dores abdominais, por exemplo (FILHO, 2016)

A teofilina pode ser encontrada em diferentes bebidas e alimentos como ché, café,
guarana e noz-de-cola, sendo muito apontada como importante para construcdo do
organismo, por ser uma substancia diurética e também em alguns casos por aumentar a
frequéncia cardiaca (SCHWEIKART, s/d).

Em quantidades, a teofilina é menos significativa quando comparada com a cafeina e

a teobromina na I. paraguariensis. Segundo Ito (1997 apud Pedroso 2008)

Isso se deve a participacdo da teofilina no metabolismo da cafeina e teobromina.
Essa participacdo foi demonstrada quando se encontrou teofilina radioativa nas
moléculas de cafeina e de teobromina. A possivel explicagdo para isso seria 0

envolvimento da teofilina na ressintese da cafeina (ITO, 1997 apud Pedroso,
2008).

A teofilina, em usos clinicos, é utilizada para tratamento da Doenca Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC), pode ser estimulante do Sistema Nervoso Central (SNC)
preparada contra possiveis resfriados. Os efeitos da teofilina, como j& comentado
anteriormente, podem ser benéficos ou adversos de acordo com a quantidade e objetivo

terapéutico.

7.5 Métodos para Analise

Dentre os possiveis métodos de analise das metilxantinas na erva-mate, foi optado por
utilizar uma variedade de técnicas para que 0 processo ocorra.

Para separar 0s compostos, € necessario recorrer a métodos que abordem as diferencas
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nas propriedades das substancias a serem separadas, diferentes métodos exploram diferentes
propriedades. A Gravimetria mede a massa da substancia que foi separada através de uma
precipitacdo ou volatilizacdo, ja que necessita dela em seu estado puro, apenas substancias
que podem formar precipitados pouco solUveis ou que se volatilizam facilmente podem ser
submetidas a esse método( BASSETT et al, 1992)

A Eletroforese separa as substancias baseadas em suas cargas, ja que consiste da
aplicacdo de correntes elétricas nelas, geralmente as substancias que apresentam disparidade
de cargas sdo suscetiveis a esse metodo ja que interagirdo melhor com a corrente (WILSON
& WALKER. s/d).

As Cromatografias Gasosa e Liquida, se baseiam em como a substancia interage com
o0 eluente (gasoso ou liquido) que flui no sistema, separando as mais interativas das menos
interativas, tais interaces podem se dar por caracteristicas como polaridade, acidez e
basicidade, afinidade quimica e solubilidade (PAVIA et al, 2006); (MALVIYA, 2010).

A espectroscopia detecta as substancias de acordo com a forma que interagem com
certos comprimentos de ondas eletromagnéticas, ja que 0S componentes apresentam
caracteristicas que variam a forma com que absorvem, emitem, refletem as ondas incididas,
tais como diferentes elementos, tamanhos, forcas de ligagdes e conformacdes
(MENDHAN,2002).

7.5.1 Cromatografia liquida em coluna

A cromatografia liquida em coluna é uma técnica que se fundamenta basicamente na
polaridade das moléculas envolvidas no processo. Adiciona-se a coluna o adsorvente que
também € conhecido como fase estacionaria, geralmente utilizando a silica e alumina e
também é composto por uma fase moével, o solvente (VERLY, 2011).

A velocidade do processo varia, dependendo da polaridade do composto, da fase
estacionaria e também do solvente. Se 0 composto € mais atraido pela fase estacionaria do
que pela fase movel, o processo ocorrerd de forma mais lenta, bem como, se possuir maior
afinidade com o solvente ele migrara mais rapidamente da coluna, o que faz o processo gerar
menos tempo e também solvente (VERLY, 2011).

Com relacdo as metilxantinas, elas apresentam variacfes em sua polaridade devido a
presenca dos grupos metila (-CH3). Assim, as metilxantinas ndo sairdo todas
simultaneamente da coluna devido a polaridade envolvida, portanto, a escolha correta do

didmetro da coluna, fase estacionaria e fase mével fardo com que haja uma melhor separacéo
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dessas metilxantinas ndo havendo coeluigdo entre as amostras, consequentemente saindo uma

por vez.

7.5.2 Cromatografia de camada delgada

A cromatografia em camada delgada (TLC) se destaca por ser um método simples,
rapido, visual e econdmico, a (TLC) é a técnica predominantemente escolhida para o
acompanhamento de reacdes organicas, sendo também muito utilizada para a purificacdo de
substancias e para a identificacdo de fracdes coletadas de cromatografia liquida em coluna
(DEGANI et al, 1998).

O método se constitui em uma espécie “reversa” da cromatografia liquida em coluna
(pois também ira ter uma separacdo pela afinidade do composto pelo solvente), onde, ap6s
aplicar uma pequena parte da amostra em uma placa com adsorvente, ela sera colocada em
um recipiente com solvente que, por capilaridade, subira pela placa. Se o composto for
colorido serd possivel acompanhar o deslocamento visualmente, se ndo for possivel essa
visualizacdo é necessario revelar a placa para acompanhar este deslocamento (DEGANI et al,
1998).

Para as metilxantinas, sera retirada a amostra da coluna de cromatografia liquida, e
aplicada na placa, onde se pode acompanhar a saida das metilxantinas, identificando em quais
amostras contem cada uma das metilxantinas, pois haverd um deslocamento diferente para
cada xantina, j& que cada uma apresentarda uma interacdo diferente com o solvente. No
entanto, é possivel que as metilxantinas saiam juntas em uma mesma amostra retirada da
coluna (DEGANI et al, 1998).

Como as metilxantinas ndo sdo visiveis, essas placas deverdo ser reveladas, onde
revelaremos em uma camara de UV-Vis, no qual, seréa possivel identificar o deslocamento da
metilxantina na placa por interacdo com o solvente, e consequentemente distinguir as

metilxantinas presentes na amostra.

7.5.3 Espectrofotometria de UV-Vis

A espectrofotometria de UV-Vis € uma técnica utilizada para identificar a presenca de
um composto em uma amostra e/ou quantificar um composto de acordo com sua absorbancia
de luz. Essa técnica se baseia na capacidade de um elétron sair de um orbital menos
energético para um orbital mais energético, se receber uma quantidade de energia especifica,
e quando volta a seu estado fundamental, libera um foton (energia luminosa) que pode estar
dentro ou fora do espectro visivel, dependendo do comprimento de onda (MARTINHO,
1994).
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Figura 10: Espectro eletromagnético®

O espectrofotometro de UV-Vis analisa a absorgéo de energia pela amostra ao incidir
sobre ela, ondas eletromagnéticas em um comprimento especifico (dentro da faixa do
ultravioleta e do visivel). O comprimento de onda em que ha maior absorcdo de energia é
algo intrinseco da substancia (relaciona-se diretamente com os tipos de ligagdo
intramolecular que a substancia apresenta), e também proporcional a concentragdo da
amostra, ou seja, se 0 equipamento estiver regulado corretamente para analisar a absorcdo da
energia absorvida por composto, quanto maior for a concentracdo deste composto na amostra,
maior seré o resultado que o equipamento apresentara (QUIMICA-RJ, 2016).

A quantificacdo das amostras é possivel seguindo a lei de Beer, onde se constréi um
grafico de absorbancia por concentracdo com amostras conhecidas. Com uma curva de
calibragcdo pode-se determinar valores de concentracdo desconhecidos para amostras de
absorbancia conhecida, com esta curva de calibracdo encontra-se uma equacdo de primeiro
grau, y=ax+b, conhecendo os valores de a e b na equacdo sera possivel quantificar a
concentragdo das metilxantinas em diferentes amostras a partir de sua absorbancia lida no
espectrofotdmetro,

As metilxantinas apresentam a maiores absor¢Ges de energia ao serem expostas a
ondas entre 275 e 280 nm (valores citados por diversos autores), isso se deve ao fato de suas
ligagdes intramoleculares serem muito parecidas nas trés moléculas, distinguindo uma da
outra pela somente pela variacdo dos grupos metila, e por isso ha a proximidade da absorcao
energética.

® Figura 10- Fonte: InfoEscola
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7.5.4 Espectroscopia em Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica utilizada para quantificar e
identificar compostos ou investigar a composi¢do de uma substancia, baseada nos grupos
funcionais que ela apresenta. Ela esta associada com as vibracfes especificas das ligacdes
quimicas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula, tais frequéncias dependem
da forma da superficie de energia potencial da molécula, da geometria molecular, das massas
dos atomos e eventualmente do acoplamento vibronico. Assim o aparelho incide radiacdo
eletromagnética na regido do infravermelho em um mesmo nivel de energia das vibracfes da
ligacdo que acarreta na absorcdo da luz pelas moléculas, e pela diferenga entre luz absorvida
e emitida é possivel saber quais ligacGes vibraram e como vibraram.

As metilxantinas possuem grupos funcionais bem caracteristicos e de facil
identificacdo como, por exemplo, os grupos carbonilas associados a lactamas (amidas
ciclicas), anel imidazol, ligacbes contendo nitrogénios, entre outras, o que facilita a
caracterizacdo das mesmas. Ainda, é relevante ressaltar que as metilxantinas sao estruturas
que se diferenciam apenas por grupos metilas em posicdes diferentes da molécula, assim,
com essa técnica é possivel identificar essas pequenas mudancas e caracterizar cada uma
delas, se estiverem devidamente puras. A figura n apresenta o espectro no infravermelho de

duas metilxantinas: cafeina e teobromina.

Cafeina
Espectro de infravermellho

TV T

Transmitancia relativa

Comprimento de onda (cm-)

Figura 11: Espectro no infravermelho da cafeina®

8. METODOLOGIA

Dentre as metodologias descritas no processo de analise das metilxantinas, hd uma
quase generalizagcdo quanto ao processo, no qual é utilizado o método HPLC, que néo
depende de uma previa separacdo das metilxantinas, pois o préprio sistema realiza a anélise

conjunta de varios compostos. Pelo alto custo do método, foi optado em utilizar diferentes
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procedimentos para as analises.

As amostras a serem analisadas serdo provenientes da erva-mate comercial, que apds
prévia pesquisa em supermercados da cidade se optou por utilizar ervas mate das cidades de
Rio das Antas, Canoinhas e Catanduvas. A selecdo destas amostras foi feita considerando os
aspectos naturais de cada cidade e também da disponibilidade destas amostras a venda em
Jaragua do Sul. Todas as analises serdo feitas em triplicata visando a confiabilidade dos
resultados.

Para a extragdo das metilxantinas utilizaremos o método descrito por Bassan et al.
(2007) que consiste em manter a matéria prima (erva-mate) em ebulicdo com H2S04 onde o
extrato obtido seré filtrado e neutralizado com uma solucdo aquosa de NH,OH.

Este método de extracdo consiste em extrair, mutualmente, as trés metilxantinas a
serem analisadas, e para a analise em espectrofotometria de UV-Vis € necessario que estejam
separadas em amostras diferentes.

Para a separacdo destas metilxantinas utilizar-se-4& o método de cromatografia em
coluna para separar cada metilxantina. O acompanhamento dessa separacdo pode ser feito de
duas maneiras: Com o UV-Vis e com a cromatografia de camada delgada (CCD ou TLC).
Em literatura sdo encontradas duas formas de preparacao de coluna para esta separacao.

A coluna descrita por Shingler e Carlton (1959) para a separacdo das metilxantinas
tem como fase estacionaria o acido silicico (H2SiO4) misturado com &gua destilada, a fim de
formar uma pasta, que sera colocada dentro da coluna. Apds essa colocacdo da pasta de acido
silicico e a remocdo das bolhas de ar presentes na pasta, a coluna deve ser preenchida com
cloroférmio lavado, sendo esse solvente a fase movel da coluna. ApGs o processo de
preparacdo da coluna, é colocado um papel-filtro no topo da coluna, onde posteriormente ira
se colocar a amostra obtida no processo de extracdo das metilxantinas, onde, lentamente se
adicionara o cloroférmio lavado®, cuidando para que néo se ultrapasse o topo da coluna, mas
que também n&o seque.

J& 0 sequndo método de preparacdo de coluna descrito por Teixeira e Spoladore (1980)
consiste em utilizar uma fase estacionaria composta de alumina basica (Al,O3) misturada com
agua destilada e homogeneizada mecanicamente. Ap6s homogeneizacdo, serdo adicionados
5% butanol em cloroformio (v/v) juntamente com alumina, e introduzida dentro da coluna,
onde, com a ajuda de um bastdo de vidro serdo removidas possiveis bolhas de ar presentes na
mistura. Com o término da colocagdo da alumina, deverdo ser adicionados 5% butanol em
cloroférmio dentro da coluna, até que fique acima do nivel da alumina.

® A lavagem do cloroférmio consiste em purificar o cloroférmio, para que outros possiveis compostos que ali estio
presentes ndo reajam com a amostra.
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Para a separacdo da amostra, devera ser feita uma mistura homogénea com agitacéo
mecénica utilizando alumina basica e a solucdo com as amostras, e colocada no topo da
coluna sempre adicionando 5% butanol em cloroférmio a fim de ndo variar o fluxo da saida
do solvente da coluna.

Em ambos os métodos de preparacdo de coluna, seré retirada as amostras da coluna
em fracdes de 5 mL, para assim fazermos as andlises de acompanhamento, quantificacdo e
identificacdo das metilxantinas.

O acompanhamento da saida das metilxantinas pela coluna serd pelo método de
cromatografia de camada delgada’, onde sera visualizado em quais fracdes contém cada uma
das metilxantinas e se houve a separa¢do das mesmas.

Outro método para o acompanhamento da separacdo das metilxantinas pela coluna
cromatografica é o espectrofotdmetro de UV-Vis®, onde, regulado para emitir ondas de 276,5
nm, apresentara variagdes de absorbancia de acordo com a progressdo das fracdes testadas.
Cada metilxantina tera um pico de absorbancia em diferentes fracdes, onde ha,
primeiramente, um aumento do nivel de absorbancia até apresentar um pico desta
absorbancia, e em seguida uma diminuicdo deste nivel. Essa variacdo da absorbancia
representa que ha a presenca de alguma metilxantina naquela faixa de fracGes. Ao ser
observado trés vezes 0 aumento e diminuicdo da absorbancia no decorrer das amostras, 0
processo de passagem do solvente pela coluna poderé ser interrompido, pois isso representa
que as trés metilxantinas ja foram separadas e sairam da coluna.

Ao utilizar o método de preparacdo de coluna descrito por Shingler e Carlton, ao
observar que houve a saida e separacdo da primeira metilxantina da coluna, serd necessario
uma troca do solvente utilizado, de cloroférmio para 5% butanol em cloroférmio, onde foi
descrito que, ha uma melhor separacdo da segunda e da terceira metilxantina que ainda estdo
na coluna com esta substitui¢do de solvente.

Jé& para quantificar, método escolhido é o de pesagem, onde, as fracdes que contém o
solvente com a mesma metilxantina serdo reunidas a fim de se extrair o solvente. Com a
extragdo do solvente, além de recuperar o mesmo, tem como resultado a determinada
metilxantina em forma de p0, forma essa que sera pesada, assim conseguindo quantificar.

Apbs pesado, o p6 sera colocado no Infravermelho®, equipamento esse, com a fungéo
de identificar cada metilxantina, ou seja, saber qual metilxantina corresponde a cada massa e
a cada fracdo de amostra retirada da coluna.

A quantificacdo das metilxantinas também € possivel a partir de uma curva de

" Método descrito no item 7.5.2 da fundamentagéo tedrica.

8 Método descrito no item 7.5.3 da fundamentagéo teérica.
® Método descrito no item 7.5.4 da fundamentagéo tedrica.
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calibragcdo no UV-Vis, obtida com amostras de concentragdes conhecidas relacionando uma
série de valores de concentragdo, com seus respectivos valores de absorbancia. Esse método
quantitativo € aplicavel para as duas formas descritas de elaboracdo da coluna, pois, a
construcdo da curva de calibracdo € necessaria para qualquer analise espectrofotométrica de
concentragéo desconhecida.

A identificagdo da metilxantina pelo Infravermelho também se fara necessaria quando
utilizarmos o UV-Vis a fim de quantificar, pois este aparelho tem como fungdo somente
demonstrar qual a absorbancia de cada amostra, sendo necessario sabermos qual metilxantina
é aquela tratada na amostra, para assim utilizarmos a curva de calibracdo correta para cada
uma.

Ap06s obtermos os valores quantificados das metilxantinas, compararemos com 0s
valores ja dispostos em literatura, além de compararmos os valores entre as diferentes

amostras analisadas.

8.1 Tratamento de Rejeito

Ao final das analises laboratoriais, algumas medidas serdo tomadas em relagcdo aos
rejeitos das andlises. Os solventes utilizados serdo recuperados, tornando-os proprios para
serem reutilizados. As substancias adsorventes e fases estacionarias utilizadas serdo tratadas
com purificacdo, ja que podem ser reutilizadas apds esse procedimento. Os residuos sélidos
como a cafeina, teobromina e teofilina obtidas ap6s extracdo do solvente, assim como
amostras organicas obtidas no processo de extracdo serdo condicionadas a tratamento e
descarte de acordo com as normas dispostas no laboratério, tendo em vista que essas

substancias sao potenciais causadoras de danos ao meio ambiente.

9. CRONOGRAMA

Agosto Setembro Outubro Novembro Dezembro
Extracdo das X
metilxantinas
Andlise das X X
metilxantinas
Caracterizacdo das X X
metilxantinas
Quantificacdo das X X
metilxantinas
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Anélise dos X X X
resultados

Escrita do X X
relatério

Elaboragéo do X
Banner

Entrega do X
relatorio

Apresentacdo final X
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