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Palavras-chave: llex paraguariensis - fenolicos - flavonoides - Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (CLAE).

INTRODUCAO

-A erva-mate llex paraguariensis Saint Hilaire € uma planta nativa da Ameérica do Sul. As folhas e talos da
sao utilizados para o preparado de chas (conhecidos como “cha mate”) ou bebidas com infusdes parciais
com agua quente ou gelada, chamados, respectivamente de “chimarrao” e “tereré”.

Erva-mate
Bomba

- Preparo do chimarrao:
O chimarréao é preparado em um recipiente denominado “cuia” onde a erva-

mate € disposta de forma vertical em 2/3 do recipiente e 0 restante do
espaco é preenchido com agua quente. Em seguida o consumidor ingere o
liquido atraves de um objeto metalico (na forma de um canudo) conhecido
como “bomba”.

> Cuia

. Agua

-Elevados niveis de compostos fenolicos, cuja acao biologica esta diretamente ligada a eliminacao dos
radicais livres protegendo os tecidos do corpo contra o estresse oxidativo, cujos danos implicam no
envelhecimento celular e patogéneses de varias doencas degenerativas, como cancer, doencas
cardiovasculares, inflamacoes e outros.

- Os acidos fendlicos mais encontrados na erva-mate sao o acido clorogénico, acido cafeico, 3,4
dicafeoilquinico, 3,5 dicafeoilgquinico, 4,5 dicafeoilquinico, acido ferrulico, acido p-cumarico, acido galico,
siringico e os flavonoides kaempferol, quercetina e rutina.

OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um meétodo para determinacdo de compostos
fendlicos (acido galico, acido 5-cafeoilquinico, acido cafeico, acido siringico, acido p-cumarico, acido
ferralico, acido 3,4-dicafeoilquinico, acido 3,5-dicafeoilquinico, acido 4,5-dicafoeoilquinico e rutina) em
extratos aquosos de chimarrao, utilizando a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

METODOLOGIA

Obtencao do extrato aguoso

A extracao fol conduzida da seguinte forma: para o preparo do chimarrao foram pesados 85 g de erva-
mate em uma cuia de tamanho médio, seguindo o modo de preparo indicado no rétulo do produto. A erva-
mate foi acondicionada verticalmente como ocupando 2/3 da cuia. Em seguida, foi adicionada agua quente
a 75°C até completar o volume vazio. Apds 30 segundos, o liquido que o consumir normalmente ingere foi
extraido com o auxilio de uma bomba de vacuo acoplado a bomba do chimarrdo. Apdés um intervalo de 2
minutos, a cuia foi novamente completada com agua quente e o0 segundo extrato foi novamente
succionado com bomba a vacuo e assim sucessivamente simulando o consumo normal.

Avaliacdo do metodo

O meétodo foi avaliado seguindo as recomendacoes do Harmonized Guidelines for Single Laboratory
Validation of Methods of Analysis [1]. Os parametros de validac&ao foram limite de deteccao (LOD), limite de
guantificacao (LOQ), linearidade, precisao intra-dia e entre dias.

Os limites de deteccéo foram estimados através da diluicao sucessiva do padrao adicionado em solucéo
padrao. O limite de quantificacao fol considerado como sendo seis vezes o limite de deteccao.

A faixa de linearidade do metodo foi verificada para cada um dos compostos fenolicos analisados. Foram
construidas curvas de calibracdo aleatorias e em triplicata verdadeira, as concentracdes correspondentes
ao limite de quantificacéao variaram entre 0,015 e 0,0625; no nivel intermediario entre 4,0 e 20,0 e no nivel
maximo da curva foram entre 7,0 e 35,0. As curvas foras avaliadas quanto ao ajuste dos modelos a fim de
validar sua aplicacao na quantificacao das amostras.

Para a avaliacdo da precisao intra-dia foram realizadas 10 determinacbes, em um mesmo dia,
contemplando o intervalo linear do método, em trés niveis de concentracfes, incluindo o limite de
guantificacao (LOQ), o ponto intermediario da faixa linear e ponto maximo da mesma. Para a avaliacao da
precisao entre dias foram realizadas 3 determinacdes em trés niveis (o LOQ, o ponto intermediario da
faixa linear e ponto maximo), cada qual em 5 replicatas.

RESULTADOS

CondicOes Cromatograficas

A partir de diversos ensaios realizados, avaliando foi possivel concluir que a melhor combinacéao entre o
tipo de coluna e a fase movel foi: coluna C18, com comprimento de 100 mm, tamanho de particula de 3
um e didmetro interno de 4,6 mm; com fase moével foi composta por solvente A (Agua:Acido férmico (0,1%),
B (metanol), cuja eluicao em gradiente linear teve como programacao 86,1: 13,9 (A:B) até 60:40 (A:B), em
39,4 minutos; Posteriormente a coluna foi reequilibrada para as condicoes iniciais por 10 minutos. O
volume de injecéo foi de 30 pL, a vazao de fase movel foi mantida em 0,8 mL.min! e a temperatura da
coluna em 30° C. A deteccdo foi realizada nos comprimentos de onda de 325 nm.

Validacéo do método

Os resultados para a validacdo foram adequados segundo a ANVISA [2], ja que os valores de coeficiente
de variacao para precisao intra-ensaio e precisao inter-ensaios nao devem exceder 15% de CV (exceto
para o limite de quantificacao, o qual nao deve exceder 20% do CV). Na Tabela 1 podem ser visualizados
os resultados observados quanto a linearidade, os limites de deteccéao e os limites quantificacao.

Tabela 1. Limites de deteccao (LOD), gquantificacdo (LOQ), linearidade e ajuste da curva para
cada com posto fenolico analisado

COMPOSTO LOD LOQ LINEARIDADE R?
(mg. L1 (mg. LV (mg.L1)

ACIDO GALICO 0.003 0.015 0.1-7 0,99592
ACIDO 0,0125 0,0625 0,3- 21 0,9991
CLOROGENICO
ACIDO CAFEICO 0, 0115 0,0625 0.1-7 0,9991
ACIDO 0.02 0,125 0.1-7 0,9994
SIRINGICO
ACIDO p- 0,025 0,125 0,1-7 0,9985
Cumarico
Acido Ferrulico 0.006 0,03 0.1-7 D.9991
3,4-DQA* 0,006 0,03 0.2-14 0,9983
3.5-DQA** 0,0125 0.0625 0.5-35 0,9979
4,5-DQAF** 0,006 0,03 0.2-14 0,9983
RUTINA 0.0125 0,0625 0.1-8 0.9984

*3. 4 dicafecilguinico; **3_ 5 dicafeocilgquinico; **%4 5 dicafeocilguinico

Na Figura 1 pode ser visualizado um cromatograma dos padroes dos 10 compostos fendlicos nas
condicOes finais de separacao do método. A Figura 2 mostra um cromatograma do extrato aguoso de
chimarrao preparado a partir da erva-mate tradicional.
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Figura 1. Cromatograma do pool de fenolicos obtido pela condicdo otimizada em Iaboriatétio, descrita no item
3.1. Os compostos destacados a 280 nm so: 1) Acido Galico, 2)Acido Clorogénico, 3) Acido Cafeico, 4) Acido
Siringico, 5) p-CoQA, 6) acido Ferrulico, 7) 3,4-di-DQA, 8) 3,5-di-DQA, 9) Rutina, 10) 4,5-di-DQA.
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Figura 2. Cromatograma do extrato aquoso de chimarrao a partir de erva-mate tradicional. Os compostos
destacados a 325 nm s&o: 3) Acido Clorogénico, 5) 3,4-di-DQA, 6) 3,5-di-DQA, 7) Rutina, 8) 4,5-di-DQA.

CONCLUSAO

O metodo desenvolvido por CLAE, utilizando eluicao em gradiente, permitiu a separacao de 10 compostos
fendlicos. O metodo mostrou-se linear na faixa de concentracéo estudada para os compostos, apresentou
seletividade, precisao intra- dias e inter dias com valores de coeficiente de variacao de acordo com as
exigéncias de validacao da ANVISA. Quando aplicado em amostra, 0 metodo mostrou-se adequado para
determinacao dos compostos fenolicos presentes nos extratos aquosos de chimarrao.
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