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RESUMO

O uso da erva-mate (llex paraguariensis) difundiu-se principalmente nas regides
subtropicais do mundo, onde essa espécie é nativa. Entre os diversos componentes quimicos
que constituem a erva-mate existe uma classe de compostos que destacam-se devido a seu
elevado potencial estimulante, as metilxantinas, tendo como principal representante a
cafeina. Na literatura, encontra-se que a constituicdo da erva-mate pode variar de acordo
com as cidades onde sdo cultivadas, assim, a presente pesquisa teve como objetivo a
extracao e quantificacdo da cafeina presente em ervas-mate de diferentes cidades de Santa
Catarina, sendo elas Rio das Antas, Canoinhas, Catanduvas, Jaboré e Itaiopolis. Adotou-se
dois processos para a extracdo: extracdo solido-liquido (mistura de carbonato de calcio,
erva-mate e agua) e extracdo liquido-liquido (cloroférmio e extrato), em seguida, as
amostras foram recristalizadas. Os solventes obtidos durante o processo de extracdo foram
recuperados no evaporador rotativo para serem reutilizados. As amostras tiveram seus
rendimentos calculados com a finalidade de comparacéo da quantidade de cafeina entre as
cidades. Constatou-se que as quantidades variam dependendo do local de cultivo. Para
caracterizacdo utilizou-se a espectroscopia na regido do infravermelho e a cromatografia de
camada delgada (TLC). Notou-se, com a caracterizacdo que as amostras apresentaram um
alto grau de pureza.

Palavras-chave: erva-mate; Santa Catarina; metilxantinas; cafeina.
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1 INTRODUCAO

A llex paraguariensis € uma espécie nativa das regides subtropicais da América do
Sul, onde é popularmente conhecida como erva-mate. A erva-mate é utilizada na preparagao
de bebidas - como chimarréo, tereré e chas - e o seu uso difundiu-se tanto que tornou-se parte
dos habitos culturais dessas regides (BASSANI et al., 2007).

Formada por varios componentes quimicos, a erva-mate apresenta uma classe de
compostos, denominadas metilxantinas que apresentam um elevado potencial estimulante.
Pertencentes a essa classe estdo a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), a teobromina (3,7-
dimetilxantina) e a teofilina (1,3-dimetilxantina), sendo a cafeina a metilxantina presente
em maior quantidade na erva-mate.

Cada vez mais 0s componentes quimicos da erva-mate vém sendo utilizados na
indUstria farmacéutica, no Ministério da Salde estdo registradas 14 preparacdes derivadas
da I. paraguariensis devido as suas propriedades terapéuticas, no qual é recomendado
como estimulante, anti-inflamatorio, anti-reumatico, ténico e diurético (GIRARDI, 2010).
Em especifico, a cafeina possui beneficios como reducdo de apatia, fadiga e favorecimento
da atividade intelectual do individuo.

Na literatura, encontra-se que a composicdo da erva-mate pode sofrer alteragdes
guantitativas — composi¢do quimica — e qualitativas — qualidade da erva-mate (CUNHA et
al, 2011 apud SILVA, 2015). A vista disso, foi delimitada a extracdo e quantificacdo da
cafeina em ervas-mate de diferentes cidades de Santa Catarina, em que a escolha das
cidades foi feita considerando a disponibilidade das ervas-mate nos mercados de Jaragua
do Sul. As cidades escolhidas foram Canoinhas, Catanduvas, Itaiépolis, Jabora e Rio das
Antas. Na figura 1 ha um mapa representando as cidades produtoras de erva-mate que

foram escolhidas para anélise.
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Figura 1. mapa representando as cidades escolhidas para analise.

Fonte: elaborado pelo grupo.

A pesquisa teve como objetivo a analise e comparagdo da quantidade de cafeina
presente na erva-mate de diferentes cidades de Santa Catarina. Inicialmente, foram
levantadas algumas hipOteses, como se seria possivel a extracdo e separacdo das
metilxantinas, e se essa quantidade obtida seria diferente de acordo com a cidade na qual
a erva-mate era cultivada.

Utilizou-se 0 método de extracdo basica mantendo a mistura em ebulicdo e a
purificando em seguida. Por fim, caracterizou-se as amostras através de
espectrofotometria na regido do infravermelho e cromatografia de camada delgada, e

comparou-se a quantidade de cafeina presente na erva-mate das diferentes cidades.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BREVE HISTORICO DA ERVA-MATE

A erva-mate € conhecida desde a época pré-colombiana, no entanto, ha poucos
vestigios da sua utilizacdo. Alguns estudos indicam que foram 0s nativos guarani que
ensinaram seu uso aos espanhois durante a ocupacéo castelhana no Paraguai. O uso da
erva-mate como bebida tonica 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).

No inicio do seculo XIX, o naturalista francés August de Saint-Hilaire fez varias

viagens ao Brasil, esteve no Rio Grande do Sul, Curitiba e litoral. Ao retornar a Franga,



em 1823, apresentou um relatorio dos ervais sulinos brasileiros, onde propds a designacéo
de llex paraguariensis (DANIEL, 2009).

No final do século XIX boa parte da economia brasileira era movida pela erva-
mate. A historia econdmica 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, o0 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 sdo 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.

2.2 ERVA-MATE EM SANTA CATARINA

A erva-mate é comumente usada como bebida em Santa Catarina, principalmente na
forma de chimarrdo e tereré, mas recentemente, a erva-mate vem sendo utilizada também
para a producdo de cervejas e de farinhas.

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).

De acordo com o Anuario Brasileiro da Erva-Mate (1999), as ervateiras do estado de
Santa Catarina e do Parana ja tiveram participacGes de exposic¢Ges internacionais na Europa,
mostrando seu relevante valor ndo apenas para o Brasil, mas também para o exterior. A erva-
mate também contribuiu para a fixacdo de imigrantes no século passado e é exportada pelo

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



2.3 ERVA-MATE

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, € uma arvore da
familia Aquifoliaceae nativa das regides subtropicais e temperadas da América do Sul. A
erva-mate apresenta algumas classes de compostos fitoquimicos, ou seja, compostos
quimicos biologicamente ativos que podem ser encontrados em ervas e vegetais e possuem
beneficios a saude, como as metilxantinas, fenois, compostos nitrogenados, entre outros.
(NAKAMURA, 2003).

A erva-mate apresenta variacbes 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, alem dos métodos de extracdo, isolamento e
quantificacdo (VIEIRA, 2009).

A espécie apresenta bons resultados na regido sul devido aos aspectos climaticos,
pois a planta precisa de temperaturas amenas e chuvas regulares. As arvores passam pela
colheita a cada dois anos, que também é a idade necessaria para a primeira poda (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.
2.4 METILXANTINAS

As metilxantinas sdo derivadas da xantina (Figura 2) e esta, por sua vez, é uma
base nitrogenada cristalina. Devido as suas propriedades e a presenca de nitrogénio
heterociclico, as metilxantinas sio denominadas alcal6ides purinicos (RATES; SIMOES,
2004 apud MAZUR, 2012).

0] R3
/
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Figura 2. Representagdo genérica da xantina, onde R?, R? e R? indicam qual é a metilxantina.
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Essas substancias sdo de origem vegetal e responsaveis pela obtencdo de bebidas
estimulantes. As principais metilxantinas encontrados na erva-mate estdo presente na
Figura 3, sendo elas a cafeina (1,3,7-trimetilxantina), a teofilina (1,3-dimetilxantina) e a
teobromina (3,7-dimetilxantina), sendo as duas primeiras as mais importantes para a
industria farmacéutica por suas caracteristicas estimulantes do sistema nervoso central e

respiratorio, respectivamente.
(o] (o} (o]
~ N Nl ~ N
N HN N
T X T
fo) |si| N fo) p|'| N fo) |si| N

Cafeina Teobromina Teofilina

Figura 3: Estrutura molecular de trés metilxantinas.

2.4.1 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) é um alcaldide - composto natural que contém
nitrogénio e possui propriedades de uma base amina organica -, pertencente ao grupo das
metilxantinas. Este composto possui formula molecular de CsH1o0N4Oz2 (figura 4) e € uma

substancia branca, sélida e inodora, pouco soltvel em agua e com o ponto de fuséo entre

234 e 239 °C.
~ i Nl
N
1
o |~|J N

Figura 4. Estrutura molecular da cafeina (1,3,7,-trimetilxantina).

A cafeina atua bloqueando a adenosina, neurotransmissor do sono. Ao ser ingerida
em quantidade adequada, a ela reduz a sonoléncia, a apatia e a fadiga, alem de favorecer
a atividade intelectual do individuo, aumentando a capacidade de atencéo, concentragdo e
memoria (Segatto, 1999; Lima, 1995 apud Encarnacdo; Lima, 2003. p. 26).

Segundo Ferreira (2006) a cafeina também é capaz de proporcionar um efeito
termogénico, fazendo com que o organismo esteja mais adaptado a queimar calorias, pois
promove a lipdlise, o que leva o organismo a utilizar a gordura como grande fonte de
energia e, além disso, também é apontada como um potencial diurético para eliminagéo
de fluidos.

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
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certos casos, pode chegar a sentir-se a sensacdo de palpitacbes (SOARES; FONSECA,
2004). Alguns autores classificam a cafeina como relativamente téxica, outros indicam
que ela pode causar dependéncia, no entanto, a dose letal da cafeina é de 75 mg/kg e para
obté-la, o individuo deveria ingerir cerca de uma centena de Xicaras de café em um curto
periodo de tempo (SAWYNOK, s/d apud LUNKES, 2008).

Nos casos de abstinéncia em que se desenvolve tolerancia ou dependéncia a
cafeina, pode causar letargia, dor de cabeca e nauseas. Assim como 0 USO excessivo da
cafeina pode levar a inquietacdo, irritabilidade, ins6nia e a tremores musculares (PAVIA,
2006).

Pode ser encontrada em diversas plantas como no guarana, erva-mate e em outros
vegetais, e é responsavel pelo efeito estimulante de bebidas como cha e café e de
refrigerantes (CARVALHO et al., 2006).

2.5 METODOS PARA ANALISE

Entre os possiveis métodos de analise das amostras optou-se pela utilizacdo de
métodos qualitativos para caracterizar a cafeina, como a cromatografia em camada
delgada (TLC) e a espectroscopia na regido do infravermelho.

A espectroscopia na regido do infravermelho esta associada com as vibracbes
especificas das liga¢bes quimicas, as quais correspondem a niveis de energia da molécula.
Assim o aparelho incide radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho em um
mesmo nivel de energia das vibracGes da ligacdo. A molécula absorve essa energia e a
converte em energia vibracional, em seguida ela a transmite (PAVIA et al., 2012).

Enquanto as cromatografias, ndo apenas a de camada delgada mas todas as demais,
se baseiam em como a substéncia interage com o eluente 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).

2.5.1 Cromatografia em camada delgada (TLC)

A cromatografia em camada delgada (TLC) se destaca por ser um método simples,
rapido, visual e econdmico, muito utilizada para a identificagdo de fracGes 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),
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onde, apos aplicar uma pequena parte da amostra em uma placa de TLC (geralmente
constituida por uma base de Aluminio e uma fina camada de Silica Gel) com adsorvente,
ela seré colocada em um recipiente com solvente que, por capilaridade, subira pela placa.
Se o composto for colorido sera possivel acompanhar o deslocamento visualmente, se ndo
for possivel essa visualizacdo € necessario revelar a placa para visualizar este
deslocamento (DEGANI et al, 1998).

No caso das substancias incolores, como a cafeina, as placas geralmente sdo
submetidas a luz ultravioleta (UV), para que possam ser visualizadas as manchas, que
assumem coloracdes brilhantes ou até mesmo fluorescentes. A fluorescéncia ocorre
sobretudo em compostos organicos, sendo rara nos inorganicos. (PAVIA et al., 2012).

Para que haja a identificacdo dessas substancias, faz-se o célculo do R, que é a
razdo do deslocamento do composto e o deslocamento do solvente. Na literatura, o simbolo
R¢, recebe o nome de “fator de atraso” ou “razdo até a frente”, porém, estas nomeagdes
ndo sao comuns na comunidade cientifica brasileira, que geralmente usa o termo “Fator de

Retencdo”. O Rt € calculado a partir da seguinte fracdo decimal:

R¢ = _Distancia percorrida pela substancia
Distancia percorrida pelo solvente

Para calcular o Rf mede-se a distancia que o composto percorreu a partir do seu
ponto de aplicacdo. Entdo, este valor obtido é dividido pela distancia percorrida pela frente
do solvente a partir do ponto de aplicacdo. Cada substancia possui seu Rt especifico, e a
partir dele € possivel identificar compostos desconhecidos, porém muitos podem apresentar
0 mesmo valor de R¢, necessitando assim, ser confirmado com outros métodos. Geralmente,
é calculado o Rf da substéncia pura que é entdo comparado com o do composto obtido,
para que se tenha certeza da substancia revelada. (PAVIA et al., 2012).

2.5.2 Espectroscopia no infravermelho

A espectroscopia de infravermelho é uma técnica utilizada para identificar
compostos ou investigar a composicdo de uma substancia, baseando-se nas vibragdes dos
grupos funcionais que ela apresenta. Dessa forma, o aparelho incide radiacédo
eletromagnética na regido do infravermelho em um mesmo nivel de energia das vibragoes
da ligacdo. A molécula absorve essa energia e a converte em energia vibracional, em
sequida ela a transmite (PAVIA et al., 2012).

No entanto, apenas as ligagfes que tem um momento de dipolo que se altera em
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funcdo do tempo € que s@o capazes de absorver essa energia. A cafeina possui grupos
funcionais bem caracteristicos que facilitam na sua identificacdo, como amina e amida.
Através da diferenca entre luz absorvida e transmitida é possivel saber quais ligacdes
vibraram e como vibraram. Na Figura 5, estd apresentado uma parte do espectro

eletromagnético.
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Figura 5. espectro eletromagnético.
Fonte: LEITE; PRADO, 2012.
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3. METODOLOGIA

Optou-se pela extracdo da cafeina presente na erva-mate comercial de cinco
diferentes cidades de Santa Catarina, sendo elas Rio das Antas, Canoinhas, Catanduvas,
Jabora e Itaiopolis, as quais foram realizadas em duplicata obtendo ao final o total de dez
amostras. Os critérios de escolha das ervas-mates foi feita considerando os aspectos
naturais de cada cidade de producdo e a disponibilidade das ervas-mate nos supermercados
de Jaragua do Sul.

O método adotado para a extracdo da cafeina foi o disposto na apostila de quimica
organica experimental, da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Este método
consiste em uma extracdo em meio basico, onde primeiramente é feita uma mistura com
15 g de erva-mate e 7 g de carbonato de calcio (CaCOs) em 150 mL de 4gua. Essa mistura
é mantida 20 minutos em ebulicdo e agitacéo.

Em seguida, a mistura foi filtrada a vacuo para eliminar os residuos solidos e o
filtrado liquido foi levado a um funil de separacdo. Nesse funil foi realizada a extracdo da
cafeina acrescentando-se 4 porc¢des de 20 mL de cloroférmio, descartando a fase aquosa
ao final.

A cada porgdo do solvente organico acrescentada, realizou-se movimentos

circulares permitindo uma maior area de contato entre a cafeina (presente no extrato
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aquoso) e o solvente adicionado. Eventualmente, foi utilizado um bastdo de vidro e/ou
adicionada uma solugdo saturada de cloreto de sddio para realizar a quebra das emulsées
provenientes da agitagéo anterior.

Feito isso, foi acrescentado sulfato de sodio anidro a amostra, a fim de remover
vestigios aquosos ou emulsivos. Na sequéncia, filtrou-se para retirar o sulfato de sédio, e
o filtrado foi levado ao evaporador rotativo, onde foi recuperado o solvente. A amostra
obtida foi solubilizada com a minima quantidade de tolueno possivel e foi submetida a
aquecimento, em seguida adicionou-se gotas de éter de petrdleo, a fim de obter a cafeina
pura. O sélido foi entdo filtrado e pesado.

As dez amostras obtidas e uma amostra de cafeina pura foram analisadas através
da espectroscopia na regido do infravermelho (4000 - 400 cm™) em um Espectrofotometro
de infravermelho com transformada de Fourrier e reflectancia total atenuada (FTIR -
ATR), modelo Perkin EImer Spectrum Two, disponibilizado pelo IFSC - Instituto Federal
de Santa Catarina, campus Geraldo Werninghaus. O infravermelho foi utilizado de
maneira qualitativa através da presenca ou auséncia de bandas caracteristicas dos grupos

funcionais da cafeina.

Figura 6. FTIR e ATR, modelo Perkin Elmer Spectrum Two, disponibilizado pelo IFSC - Instituto
Federal de Santa Catarina, campus Geraldo Werninghaus.

Fonte: acervo pessoal.

As cafeinas extraidas foram submetidas a cromatografia em camada delgada
(TLC), onde pequenas quantidades eram aplicadas em placas preparativas que, quando
dispostas verticalmente em um béquer com isopropanol e cloroformio (1:1). Por ser uma
substancia incolor, a cafeina necessitou de revelagdo em uma cdmara de revelacdo com
luz ultravioleta (UV) disponivel no laboratério do IFSC - campus Jaragua do Sul. Os

resultados obtidos foram comparados com a TLC realizada com a cafeina pura.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 FASE DE TESTES

Seguindo a proposta do projeto de pesquisa realizado, o presente trabalho visava a
extracdo, caracterizacdo e quantificacdo das metilxantinas presentes nas ervas-mate de
diferentes regides de Santa Catarina, entretanto, alguns imprevistos na fase de testes
impediram a realizacdo dessa metodologia.

Para andlise das metilxantinas 0 método mais utilizado é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), entretanto, foi necessario optar por métodos mais acessiveis para a
realizacdo da pesquisa e, até entdo, uma alternativa viavel foi a separacédo das metilxantinas
utilizando a cromatografia liquida classica. Seguindo a metodologia proposta por Shingler
e Carlton (1959) a fase estacionaria da coluna foi a silica (SiO-) e fase mével o cloroférmio.

Esperava-se que a coluna ndo apresentasse nenhum tipo de coloragéo, no entanto, a
coluna ficou transparente, como pode se observar na Figura 7, impossibilitando a
visualizacdo da fase estacionaria. Dessa forma, houve dificuldade no acompanhamento e
identificacdo do que estava sendo retirado da coluna. Além disso, para 0 acompanhamento
no UV-Vis era necessario os padrdes das metilxantinas - ou seja, amostras puras de cafeina,
teofilina e teobromina -, 0 que ndo fora possivel obter todas. Ainda houveram complicacdes
no empacotamento da coluna, pois a silica utilizada era extremamente fina, dificultando a

separacgéo.

Figura 7. coluna de cromatografia liquida classica com fase estacionaria silica e fase movel cloroférmio.

Fonte: elaborado pelo grupo

Assim, devido as dificuldades encontradas na fase de testes, optou-se extrair e
quantificar apenas uma das metilxantinas, a cafeina, da erva-mate, utilizando a metodologia

extracdo bésica.



16

4.2 EXTRACAO DA CAFEINA

Por ser um alcaldide, a cafeina apresenta um carater basico, no entanto, ela ndo
encontra-se livre, existem outros compostos quimicos presentes na erva-mate que
dificultam seu isolamento, como os taninos. O termo tanino ndo se refere a um Unico
composto, mas a um conjunto de compostos com propriedades em comum, como por
exemplo seu carater acido.

Adotou-se 0 método da extracdo bésica da cafeina, pois quando adiciona-se agua
quente a erva-mate o calor proporciona energia para ocorrer o processo de infusdo,
caracterizado como um tipo de extracdo para remoc¢do dos compostos que estdo dentro das
plantas, neste caso a erva-mate. Essa energia, somada a presenca de carbonato de calcio,
favorece a hidrolise tanino-cafeina, liberando o &cido galico. Devido ao grupo fenol dos
taninos e aos grupos carboxilicos do &cido galico (Figura 8), estes compostos se apresentam
carater acidos. Quando acrescenta-se carbonato de céalcio, que possui carater basico, o

mesmo converte os acidos em sais e estes sdo soltveis em agua (PAVIA, 2006).
O~_-OH

HO OH
OH

Figura 8. Estrutura quimica do &acido galico.

A mistura de erva-mate com carbonato de célcio foi submetida a um aquecimento
de 100 °C, esse aquecimento ndo apresenta riscos de decomposi¢do da cafeina, pois esta
apresenta um ponto de decomposicédo de 240°C.

Na Figura 9, estdo imagens do processo de aquecimento e de resfriamento da erva-

mate.

Figura 9. Imagens da etapa de extracdo basica e posterior e resfriamento da mistura de erva-mate
com carbonato de calcio.

Fonte: acervo pessoal.
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Apbs o resfriamento do extrato, 0 mesmo foi submetido a uma filtracdo a vacuo
para acelerar o processo de filtragdo e obter apenas a parte aquosa da mistura, sem 0S
residuos solidos de erva-mate e carbonato de calcio.

Essa fase aquosa contém cafeina e outros compostos indesejaveis, assim, a amostra
foi levada a um funil de separacdo a fim de realizar a separacdo desses compostos da
cafeina. Para isso, realizou-se uma extracdo liquido-liquido, na qual foi acrescentado na
fase aquosa um solvente apolar, o cloroférmio.

A cafeina, por ser um composto apolar, tem maior interacdo pela fase organica,
sendo essa a fase que deseja-se obter na separacdo. Apos acrescentar o cloroférmio, o funil
¢ agitado para que a cafeina possa interagir com o solvente organico, ja que anteriormente
ela estava na fase aquosa. Criaram-se duas fases, sendo que a fase organica encontrava-se
na parte inferior do funil, enquanto a fase aquosa na parte superior, devido a diferenca de
densidade.

Quando finalizada a agitacéo, foi possivel observar a formacdo de emulsdes, como
as presentes na Figura 10, possivelmente, pela presenca de bolhas de ar e compostos que

sdo sollveis tanto na fase organica como na fase aquosa.
N

- ‘ﬁ'"

Figura 10. Emulsdo formada durante a extracéo liquido-liquido de um extrato de erva-mate utilizando
cloroférmio.

Fonte: acervo pessoal.

Para desfazer as emulsdes foram adotados métodos mecénicos e quimicos. No
mecanico foi utilizado o bastdo de vidro a fim de auxiliar na quebra das emulsdes, ja, no
processo quimico acrescentou-se uma solugdo saturada de cloreto de sddio, técnica também
conhecida como efeito salting out. Acrescentando uma solucéo saturada de NaCl, ocorre
um aumento da forca idnica, na qual a fase aquosa tem maior interacdo com o cloreto de
sodio e solvata seus ions, com isso, 0s compostos organicos sao liberados e seguem apenas
para a fase organica, quebrando as emulsdes (FARINELLI, s/d).

Finalizando a extracdo liquido-liquido, a fase organica é retirada do funil de
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separacdo e encaminhada para o evaporador rotativo, a fim de recuperar e retirar o solvente
sem decompor a amostra. O solvente recuperado foi armazenado e utilizado nas extragdes
posteriores.

A amostra obtida passou pela recristalizacdo por efeito anti-solvente, a fim de ser
purificada. Nessa etapa, adicionou-se tolueno e aqueceu-se a amostra para retirar as
possiveis impurezas. O tolueno é um solvente apolar e por isso solubiliza a cafeina, no
entanto, também solubiliza outros componentes presentes na amostra que por ventura
foram extraidos.

Quando a mistura atinge a temperatura ambiente, inicia-se a recristalizagdo por
efeito anti-solvente. Esse processo consiste na adicdo de um solvente insolivel, nesse caso
0 éter de petroleo, na mistura de cafeina e tolueno. Ao adicionar o anti-solvente, a
solubilidade da cafeina € reduzida, facilitando a formacao e precipitacdo dos seus cristais

(GOMES, 2014). Na figura 12 é possivel verificar a agdo do anti-solvente.

Figura 12. Amostras de cafeina submetidas a recristaliza¢éo.

Fonte: acervo pessoal.

Com o intuito de obter apenas a cafeina, uma filtracdo a vacuo € realizada, para
retirar os solventes, entretanto, as cafeinas obtidas apresentavam ainda uma coloragédo
levemente esverdeada, possivelmente, por conter resquicios de clorofila.

O rendimento bruto foi calculado com base na quantidade de cafeina obtida pela
quantidade de erva-mate utilizada, de acordo com Equacdo 1 e os resultados obtidos para

todas as extracOes estdo apresentados na Tabela 1.

R% = (massa de cafeina obtida/massa de erva — mate inicial) x 100

(Equacdo 1)



Tabela 1. Rendimentos da cafeina extraida de erva-mate de diferentes cidades de Santa

Catarina, na proporgéo g/15g
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R% médio R% Massa () Amostras
0,47 0,36 0,0543 Rio das Antas |
0,57 0,0857 Rio das Antas Il
0,39 0,37 0,0550 Itaiopolis |
0,41 0,0619 Itaiopolis I
0,29 0,28 0,0425 Jabora |
0,30 0,0455 Jabora Il
0,47 0,51 0,0764 Canoinhas |
0,43 0,0650 Canoinhas 11
0,32 0,30 0,0445 Catanduvas |
0,33 0,0507 Catanduvas Il

Fonte: elaborado pelo grupo.

O processo de extracao da cafeina com a finalidade de quantificacdo é notavelmente

comum dentre a literatura, no entanto ha poucas analises relacionando dados de Santa

Catarina.

Segundo Da Croce (2002), a partir do més de abril hd uma queda nos niveis de

cafeina em erva-mate, tendo seus apices entre janeiro e marco, e nos meses de junho e julho

ha uma média de 0,715%, ja nas analises realizadas a média® é de 0,39%. Essa diferenca

entre as porcentagens de cafeina entre as analises e os resultados de Da Croce tem uma

série de fatores, tanto naturais quanto experimentais, destacando as perdas que acontecem

durante o processo, principalmente na purificagdo. Esses fatores em conjunto, resultam

nessa diferenca de rendimento.

1 J4 considerando que as amostras realizadas est&o dispostas entre esses meses.
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Em uma comparagcdo mais ampla, ndo limitando somente a Santa Catarina,
encontra-se na literatura diversos autores que analisaram e quantificaram a cafeina na erva-
mate. Pires et al (2016) reuniu diversos resultados de analises desde 1997 até 2016, analises
estas, realizadas em diversos estados, predominantemente em Santa Catarina, Rio Grande
do Sul, Parana e Mato Grosso do Sul.Os dados reunidos por Pires et al (2016) estdo reunidos

para comparacdo na Tabela 2.

Tabela 2. Rendimentos de cafeina obtidos para extracbes em erva-mate realizadas por
diversos autores.

Rendimento (%) Autor e data de andlise
0,54 Mazzafera (1997)
0,65 Reginatto et al.(1999)
0,72 Zampier (2001)
1,31 Esmelindro et al. (2002)
0,64 Cardozo Junior et al. (2003)
1,95 Borille, Reissmann, Freitas (2005)
1,66 Rakocevic et al. (2006)
0,705 Streit et al. (2007)
1,503 Santin (2008)
4,679 Meurer (2012)
9,572 Pires et al. (2016)

Fonte: PIRES et AL, 2016 (adaptado).

Levando em consideracgéo as perdas durante o processo e a variedade de métodos
utilizados por estes autores, pode-se realizar algumas comparagdes, principalmente com
Mazzafera (1997), Reginatto et al (1999) e Cardozo Junior et al (2003). Nos resultados
desses autores, 0s rendimentos apresentaram-se proximos aos obtidos nesta pesquisa, no
entanto ainda estdo ligeiramente maiores.

Ja quando a comparacéo é feita com os outros rendimentos dispostos, percebe-se
uma variagdo significativa, destacando-se as analises mais recentes como Meurer (2012) e
Pires et al (2016). Atribui-se essa variacdo de rendimento a alguns fatores, além dos

naturais, a melhoria dos equipamentos e métodos utilizados, sendo que estes autores
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desenvolveram a pesquisa a partir de espectrofotometria no UV, método este que apresenta
maior precisdo e menor perda durante o processo, ja que ndo é necessario obter a cafeina
pura para quantifica-la.

Em relacdo a outras bebidas, consideradas estimulantes, o nivel de cafeina
apresenta-se abaixo dos dispostos em literatura. A Tabela 3 relaciona os rendimentos

médios de cafeina em diversas bebidas estimulantes.

Tabela 3. Porcentagem de cafeina em diferentes bebidas estimulantes.

Cafeina (%) Amostra
3,99 Café soluvel
2,99 Cha preto
0,76 Energético
1,82 Bebida de cola
1,0 Extrato de guarana concentrado

Fonte: BORTOLINI et al, 2010 (Adaptado).

Nas analises realizadas, o teor médio de cafeina na erva-mate aproxima-se de
0,39%, com isso, pode-se visualizar a grande diferenca entre as pedidas consideradas
estimulantes. Quando comparado com o café, que possui o maior teor de cafeina, a
diferenca com a cafeina da erva-mate ultrapassa 1000%, ja em relacdo ao energético, que
possui 0 menor teor, essa diferenca cai para 195%.

Ao relacionar de uma forma geral, a erva-mate mostra-se pouco eficiente como
bebida estimulante, sendo facilmente substituida por outras bebidas (dez xicaras de cha
mate para cada uma de café). No entanto, é dificil realizar uma relacdo precisa entre
possiveis niveis de potencial estimulantes e de teor de cafeina encontrados nas diferentes
bebidas, pela falta da padronizacio metodoldgica nas analises. E dificil fazer uma
comparagao precisa com a literatura, pois existem diversas metodologias descritas e cada
uma resulta numa determinada quantidade de cafeina.

Como o objetivo dessa pesquisa é a comparac¢do das quantidades de cafeina presente
na erva-mate de diferentes cidades, foram escolhidas cinco cidades para analise. As
extracOes da cafeina foram realizadas em duplicatas para melhor confiabilidade dos

resultados. Na Figura 13 estdo presentes as medias dos rendimentos de cafeina extraidas
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das ervas-mate de diferentes cidades.

0,50%
0,45%

0,40%

0,35%
0,30%
0,25%
0,20%
0,15%
0,10%
0,05%
0,00%

Rio das Antas Itaiopols labora Canoinhas Catanduvas

Figura 13. Quantidades de cafeina obtidas por extracdo basica de diferentes ervas-mate das cidades de
Santa Catarina analisadas.

Fonte: Elaborado pelo grupo.

Com os rendimentos obtidos observa-se duas situagfes: a primeira em que
duplicatas de uma mesma cidade apresentam diferenca e a segunda na qual amostras de
cidades diferentes apresentam variacéo.

A primeira situacdo € visivel na Tabela 1, ja apresentada, na qual as duplicatas de
Rio das Antas e Itaiopolis sofreram variacdes significativas, no entanto, o método de
extracdo foi 0 mesmo para todas as amostras, assim, todas deveriam ter as mesmas perdas
durante o processo, e isso pode ser vinculado a erros experimentais.

Pode-se observar que a segunda situacdo é vista na Figura 13, como por exemplo,
as ervas-mate da cidade de Rio das Antas e Canoinhas apresentaram 0S maiores
rendimentos de cafeina, enquanto Jabora foi a que menos apresentou. Existem diferentes
fatores que podem ter influenciado a variacdo das quantidades de cafeina, assim, para a
comparacdo do rendimento devemos considerar a data de fabricacdo, fatores climaticos das
cidades, idade da folha utilizada para a fabricacdo da erva-mate, entre outros.

As ervas-mate compradas foram fabricadas no periodo entre junho e julho, no
entanto, para a comercializacdo, geralmente, sdo utilizadas ervas-mate com folhas velhas.
De acordo com a literatura, folhas velhas apresentam quantidades inferiores de
componentes quimicos, quando comparado com as folhas novas (ESMELINDRO, 2002).

Além disso, durante a producdo e comercializacdo da erva-mate ocorre alteracdo
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significativa na quantidade de cafeina. Segundo Esmelindro (2002) o processamento da
erva-mate acaba degradando a cafeina por ser submetida a altas temperaturas,
principalmente nos processo de sapeco e secagem onde ocorrem alteracdes fisico-quimicas
na erva-mate. A Tabela 4, esta presente os niveis de reducdo da cafeina durante sua

producdo, o que representa diferenca de 5% no teor de cafeina em relagéo a folha seca.

Tabela 4. Teores de cafeina durante o processamento.

TEOR DE CAFEINA AMOSTRA
(% em base seca)

Linha de processamento 01

1,31 Folha seca

1,18 Sapecador 01
1,07 Secador 01

1,08 Cancheada de 5 dias
1,09 Cancheada de 21 dias

Linha de processamento 02

1,31 Folha seca

0,94 Sapecador 01
0,91 Secador 01

0,96 Cancheada de 5 dias
1,02 Cancheada de 21 dias

Fonte: ESMELINDRO, 2002.

Portanto, o teor de cafeina obtido esta relacionado a um conjunto de aspectos que
alteram sua quantidade final, como o solo, clima, época de colheita e cultivo, producao,
comercializacdo, e os métodos de andlise. Dessa forma, ndo é possivel atribuir uma causa
especifica para variacdo das quantidades de cafeina entre as cidades, embora tenha sido
notada uma diferenga significativa. Assim, com base na literatura e com os dados
experimentais corroborou-se a hipdtese proposta de que haveria diferenca nos valores de
cafeina entre as ervas das cidades comparadas.

Atualmente, diversas pesquisas vém sendo desenvolvidas com a finalidade de
padronizar os teores de cafeina e das demais metilxantinas (REGINATTO et al., 1999 apud
MAZUR, 2012).
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4.3 CARACTERIZACAO DA CAFEINA

Para a caracterizacao, utilizou-se a cromatografia de camada delgada (TLC) e o
infravermelho.

4.3.1 Caracterizagéo por Infravermelho

Primeiramente, foi realizada uma analise da cafeina pura 99% a fim de obter-se um
padrdo para a comparacdo dos demais materiais extraidos quanto a presenca de cafeina e o

grau de pureza dos mesmos. Na Figura 14, est4 o espectro da cafeina pura 99%.

100
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Figura 14. espectro da cafeina pura 99%.

Em seguida, analisou-se as dez amostras de cafeina obtidas a partir da extracdo da

erva-mate. Na Figura 15 é apresentado os espectros da amostra de cafeina pura 99% e das
amostras extraidas.
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Figura 15. espectros das amostras de cafeina.

Cada tipo de ligacdo tem sua prépria frequéncia natural de vibragdo, assim, duas
ligacOes idénticas de diferentes compostos terdo padrdes de absorgéo diferente, isso porque
as condicdes nas quais as ligacdes estdo sendo submetidas ndo sdo as mesmas. Pela analise
dos espectros obtidos, é possivel notar que se trata do mesmo composto, assim, pode-se
afirmar que o composto extraido nas dez extracdes de erva-mate é a cafeina (PAVIA et al.,
2012).

Observa-se em todos os espectros uma banda forte entre 1630 cm™ e 1680 cm™,
relativa ao estiramento C=0, indicando a presenca do grupo amida. Enquanto na regido de
1590 cm™ e 1650 cm, nota-se a presenca de imidazol (C=N) caracteristico da cafeina.
Vale salientar que a ligacdo C=N absorve na mesma faixa que a ligagdo C=C, mas
geralmente, a ligagdo de C=N & mais intensa que a ligagdo C=C (PAVIA et al., 2012).

Caso ndo houvesse um padrdo de espectro da cafeina pura para comparagéo, a banda
de 1250 cm! poderia indicar que as amostras eram cafeina de fato. Esta banda ocorre, pois
h& uma absorgéo forte de deformacdo axial devido a presenca de aminas aromaticas (C-N),
caracteristico da cafeina. Contudo, vale ressaltar que ndo apenas esta banda, mas o conjunto
de todas as bandas permitiram a caracterizacdo da cafeina.

Essa analise dos espectros de identificacdo das bandas de acordo com 0s grupos

funcionais caracteristicos das moléculas é realizada por dados ja tabulados na literatura,
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onde é necessario identificar as funcfes organicas da moléculas e atribuir ao seu namero

de onda. A Tabela 5 expressa as principais bandas identificadas e suas atribuicoes.

Tabela 5. Atribuicdo de funcdo organica ao nimero de onda.

Ndmero de onda (cm?) Funcéo Organica
1630- 1680 Amida (C=0)
1200 — 1250 Amina (C-N)
1250 — 1400 Metila (CH3)
1590 — 1650 Imidazol (C=N)

Fonte: ESMELINDRO, 2002 (Adaptado).

Nota-se, a0 comparar 0s espectros, que nao houve variagao significativa do espectro
infravermelho de uma amostra para outra, isso demonstra que a metodologia aplicada para
a extracdo da cafeina presente na erva-mate foi eficiente e as amostras apresentaram um

alto grau de pureza por apresentarem espectros bem semelhantes ao da cafeina pura.
4.3.2 Caracterizacdo por cromatografia de camada delgada (TLC)

Um dos métodos mais simples para caracterizar a cafeina é a cromatografia em
camada delgada (TLC), nessa caracterizacdo é possivel visualizar impurezas presentes na
amostra. Além disso, pode-se comparar a TLC de cada amostra com a TLC da cafeina pura
(99% de pureza). A comparacdo é feita a partir do Rf de cada placa, sendo o Rf a razdo
entre deslocamento da amostra pelo deslocamento do solvente.

Para a corrida cromatografica foi utilizado como solvente cloroférmio com
isopropanol (1:1), solvente este ja descrito como eficiente na cromatografia classica

realizada por Shingler e Carlton (1959).

Na Tabela 6, € possivel comparar os Rf’s, da cafeina pura e de cada amostra,

elaborados pelo grupo.
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Tabela 6. Rf de cada amostra.

Rf Amostra Rf Amostra
0,69 Itaiopolis | 0,60 Rio das antas 11
0,69 Itaiopolis 1 0,66 Canoinhas |
0,66 Jabora | 0,66 Canoinhas Il
0,66 Jabora Il 0,7 Catanduvas |
0,61 Cafeina Pura 0,67 Catanduvas 11

O TLC foi adotado para ilustrar os dados ja dispostos pelo infravermelho, pois
apesar dessa Ultima técnica ser mais precisa, esta é mais abstrata. Visualmente, o
deslocamento das amostras de cafeina, quando comparadas com a cafeina pura, sdo muito

proximas (Figura 16).

Figura 16. TLC das amostras de cafeina Cafeina pura (1), Canoinhas I (2), Canoinhas Il (3), Jabora | (4),
Jaboré 11 (5), Catanduvas | (6), Catanduvas Il (7), Itai6polis I (8), Itaidpolis 11 (9) e Rio das Antas Il (10).
Fonte: Acervo pessoal.

A cafeina possui a caracteristica de ser incolor, assim, para visualizarmos o
deslocamento da amostra na placa foi necessario uma camara de revelacdo UV. Em
seguida, realizou-se a sublimacdo do iodo para revelar as placas, no entanto, ndo houve
nenhuma diferenca significativa

As amostras de Itaiépolis ndo mostraram-se muito destacadas devido a
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concentracdo primaria da solucdo de cafeina preparada para os testes. J& a amostra de Rio
das Antas | ndo tornou-se viavel aplica-la por conta de sua baixa quantidade bruta

disponivel nesta etapa da pesquisa.
4.4 TRATAMENTO DE REJEITOS

Os residuos gerados durante o processo de extracdo e purificacdo foram tratados de
acordo com as normas laboratoriais. A maior parte desses residuos foram gerados na etapa
de separacdo da fase organica e aquosa, onde utilizando somente a fase organica para a
proxima etapa gerava em média 100 mL de residuo aquoso, por extracdo. Filtrou-se o
residuo aquoso, onde possiveis componentes sélidos, como emulsdo, foram separados.
Descartou-se assim estes residuos separadamente, como residuos sélidos e residuos
aquosos.

Residuos provenientes da purificacdo da cafeina foram, exclusivamente,
descartados em local proprio para residuos organicos nao halogenados. Ja os solventes
utilizados paraa TLC (Cloroférmio e isopropanol) foram descartados em local proprio para

residuos organicos halogenados.
5 CONSIDERACOES FINAIS

Com a execucao desta pesquisa foi possivel corroborar ou refutar algumas hipdteses
propostas no projeto da mesma, as quais eram relacionadas a extracao das trés metilxantinas
presentes na erva-mate (cafeina, teobromina e teofilina), porém, como abordado nas
discussdes, ndo foi possivel realizar esta separagdo, devido a dificuldades experimentais
intrinsecas as técnicas propostas.

Sendo assim, a primeira hipdtese que dizia respeito a possibilidade de extracéo,
separacdo e caracterizacdo das trés metilxantinas presentes nas ervas-mate, foi
parcialmente refutada, pois ndo houve sucesso na realizagcdo da metodologia proposta no
projeto. Apesar disso, com a aplicacdo de outra metodologia, a de extragdo solido-liquido
e liquido-liquido, foi possivel extrair a cafeina, uma das metilxantinas desejadas.

Em relacdo a segunda hipOtese que previa uma diferenca nos valores de
metilxantinas entre as ervas-mate produzidas nas cidades escolhidas, pode ser considerada
parcialmente valida, pois foi possivel comparar os valores de uma das metilxantinas, a
cafeina.. N@o é possivel apontar o principal fator para que a ocorréncia da variacéo
encontrada, pois isto € a consequéncia de diversos fatores, ja relatados no texto. Além

dessas variaveis, a diferenca pode ser justificada por perdas que ocorrem naturalmente ao
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longo do processo de extracao.

Por fim, a terceira hipotese que apontava os valores de teofilina extraida sendo
inferiores ao da cafeina e teobromina, ndo pode ser corroborada ou refutada, tendo em vista
que ndo foi possivel obter a teobromina, como consequéncia da refutacdo da primeira
hipotese.

A partir disso, identifica-se a necessidade da realizacdo de futuras pesquisas nesta
area, com o intuito de aprimorar as técnicas para sua realizacdo, como a extracdo e
purificacdo. Algumas adaptacdes foram necessarias para a realizacdo da pesquisa, alterando
o principal objetivo para a extracdo e quantificacdo da cafeina de diferentes cidades de
Santa Catarina, comparando os valores obtidos.

A partir dos resultados gerados nesta pesquisa, é possivel constatar que as ervas-
mate utilizadas no processo de extracdo da cafeina, diferem na quantidade que foi
apresentada dessa substancia, porém nédo sdo valores consideravelmente grandes, variando
cerca de 0,02 g em cada amostra.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, as ervas-mate devem
apresentar, no minimo, 0,5 g de cafeina a cada 100 g de erva. Das dez amostras obtidas,
apenas duas delas estdo de acordo com esta norma, as das cidades de Canoinhas e de Rio
das Antas, sendo estas | e Il, respectivamente. Isso se deve ao fato de ambas terem
apresentado quantidades de cafeina superiores a 0,075 g, ou 0,50%, da quantidade total de
erva extraida.

Durante a realizacdo da pesquisa, verificou-se uma quantidade consideravel de
solvente utilizado para o processo de extracédo, o cloroférmio. Usou-se cerca de 80 mL para
cada amostra de erva-mate que era extraida. Com a utilizacdo do evaporador rotativo,
recuperou-se a maior parte do solvente utilizado em cada extracdo, utilizando novamente o
cloroférmio recuperado para as proprias extracfes. Com isso, corrobora-se parcialmente a
hipdtese de seria possivel recuperar os solventes utilizados nas extragdes, considerando que
houve perdas durante o processo e alguns descartes realizados, mas tendo em contrapartida
uma boa recuperacéo do cloroférmio utilizado.

Percebeu-se que os conhecimentos adquiridos durante a execucdo da pesquisa séo
de grande valor para o crescimento académico, intelectual e profissional. O uso de técnicas
laboratoriais realizadas, a grande maioria até entdo ineditas para o grupo, contribuem para
a formacdo de individuos competentes na producdo de pesquisas cientificas, evidenciando
a importancia de estudos de variados temas, a fim da maior conscientizagéo da populacéo,

além de agregar novos valores a comunidade cientifica.
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Figura 17: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Canoinhas (amostra I)
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Figura 18: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Canoinhas (amostra I1)
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Figura 19: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Catanduvas (amostra I)
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Figura 20: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Catanduvas (amostra Il)
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Figura 21: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Itai6polis (amostra I)
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Figura 22: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Itaiépolis (amostra 1)
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Figura 23: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Jabora (amostra I)
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Figura 24: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Jabora (amostra 1)
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Figura 25: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Rio das Antas (amostra I)

100 -
e
N i VY |

A

==

) o

© 90 - ‘\Il

'© |

: !

E g5

S

|_

O Amina (C-N)
804 (O Amida (C=0) ‘
O Imidazol (C=N)

Metila (CH3)

754

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numerc de onda (cm'1)

Figura 26: espectro de infravermelho da cafeina obtida da erva-mate de Rio das Antas (amostra Il)
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