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mass spectrometry). 
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RESUMO 

 

A erva-mate consiste em uma planta nativa e cultivada no Brasil, Argentina e 

Paraguai, consumida principalmente como uma infusão de suas folhas e galhos. 

Suas folhas possuem diversas propriedades nutricionais e medicinais, atribuídas 

aos seus metabólitos secundários, cuja composição pode variar em função de 

fatores, como o tipo de cultivo, clima, condições agronômicas e processamento 

industrial. Diante do exposto, o presente estudo teve por objetivo estabelecer 

estratégias para a elucidação da composição não-volátil de amostras de erva-

mate de diferentes países, além de investigar como o processamento afeta a 

composição volátil. A obtenção dos metabólitos não voláteis de amostras de 

erva-mate processada de diferentes países foi realizada mediante UAE, 

otimizada utilizando um CCD 23, aliada à RSM. As variáveis dependentes 

avaliadas foram o rendimento da extração, TPC, TFC, atividade antioxidante e a 

área total do cromatograma de absorbância total obtido pela análise de HPLC-

DAD, enquanto as variáveis independentes utilizadas foram temperatura (30 – 

80 °C), tempo de extração (11,6 – 28,4 min) e percentual de etanol na fase 

extratora hidroetanólica (8 – 92%). Os extratos foram analisados por 

fluorescência molecular, e os resultados modelados por PARAFAC, que apontou 

que amostras brasileiras possuem um maior teor de pigmentos, enquanto as dos 

demais países possuem um maior teor fenólico. Além disso, os extratos foram 

caracterizados por UHPLC-QTOF-MS, que possibilitou a identificação de 13 

ácidos clorogênicos, 2 metilxantinas, entre outros compostos, que foram 

quantificados por HPLC-DAD. Estes resultados foram modelados mediante uma 

PCA, que evidenciou que as folhas de erva-mate produzidas a partir de ervais 

cultivados possuem uma quantidade mais elevada de ácidos clorogênicos, e que 

as amostras de países platinos possuem uma maior concentração da maioria 

dos ácidos clorogênicos e flavonoides, quando comparadas às amostras 

brasileiras. Em paralelo, a composição da fração volátil das folhas processadas 

e in natura da erva-mate, obtida por hidrodestilação, foi avaliada por 

GC×GC/TOFMS. Foram identificados 157 e 291 compostos nas folhas frescas e 

processadas, respectivamente. Contaminantes tóxicos como isômeros de 

hidrocarbonetos e HPA’s foram identificados na erva processada, sugerindo a 

necessidade de utilizar métodos de processamento livres de fumaça.  
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ABSTRACT 

 

Yerba mate is a plant native and cultivated in Brazil, Argentina, and Paraguay, 

consumed mainly as an infusion of its leaves and branches. Its leaves have 

several nutritional and medicinal properties, attributed to their secondary 

metabolites, whose composition can vary depending on factors such as the type 

of cultivation, climate, agronomic conditions, and industrial processing. Given the 

above, the present study aimed to establish strategies for the elucidation of the 

non-volatile composition of yerba mate samples from different countries, in 

addition to investigating how processing affects the volatile composition. 

Obtaining non-volatile metabolites from samples of yerba mate processed from 

different countries was performed by means of UAE, optimized using a CCD 23, 

combined with the RSM. The dependent variables evaluated were extraction 

yield, TPC, TFC, antioxidant activity and the total area of the total absorbance 

chromatogram obtained by HPLC-DAD analysis, while the independent variables 

used were temperature (30 – 80 °C), extraction time (11.6 – 28.4 min) and 

percentage of ethanol in the hydroethanolic extractor phase (8 – 92%). The 

extracts were analyzed by molecular fluorescence, and the results modeled by 

PARAFAC, which showed that Brazilian samples have a higher pigment content, 

while those from other countries have a higher phenolic content. Furthermore, 

the extracts were characterized by UHPLC-QTOF-MS, which allowed the 

identification of 13 chlorogenic acids, 2 methylxanthines, among other 

compounds, which were quantified by HPLC-DAD. These results were modeled 

using a PCA, which showed that yerba mate leaves produced from cultivated 

yerba mate have a higher amount of chlorogenic acids, and that samples from 

Argentina, Paraguay and Uruguay have a higher concentration of most 

chlorogenic acids and flavonoids, when compared to the Brazilian samples. In 

parallel, the composition of the volatile fraction of the processed and fresh leaves 

of yerba mate, obtained by hydrodistillation, was evaluated by GC×GC/TOFMS. 

157 and 291 compounds were identified in fresh and processed leaves, 

respectively. Hazardous contaminants such as hydrocarbon isomers and PAHs 

were identified in the processed leaves, suggesting the need to use smoke-free 

methods in its industrial processing. 
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CAPÍTULO I 

 

 

 

 

INTRODUÇÃO 
 

 

 

 

 

 

 

 



Tese de Doutorado - PPGQ/UFRGS 

 

21 

Allan dos Santos Polidoro 

1. INTRODUÇÃO 

 

A erva-mate (Ilex paraguariensis A. St. Hil.), da família Aquifoliaceae, 

consiste em uma planta de grande interesse econômico e social, amplamente 

consumida como uma bebida, na forma de, por exemplo, chimarrão e tererê, 

preparada por uma infusão de suas folhas e galhos.1–3 Trata-se de uma planta 

nativa de regiões subtropicais da América do Sul, sendo cultivada principalmente 

no Brasil, Argentina e Paraguai. Em 2018, o Brasil foi o principal produtor, com 

939 mil toneladas de erva-mate, seguido pela Argentina, com 809 mil toneladas, 

e Paraguai, com uma produção de 105 toneladas.4 

Quando a erva-mate para chimarrão é destinada ao mercado interno 

brasileiro, normalmente, esta é embalada e comercializada logo após o 

beneficiamento. Entretanto, quando o produto é destinado à exportação, na 

maioria dos casos, este é submetido a um processo de estacionamento, onde a 

erva-mate cancheada é embalada em sacos e mantida em depósitos, por 6 

meses a 2 anos.  Esta etapa é uma das mais importantes do processamento, 

pois nesta fase são atingidos os perfis de sabor necessários ao produto final.5 

Durante este processo ocorrem reações de oxidação que alteram a coloração e 

sabor do produto, conferindo-lhe novos atributos. No Brasil, há uma preferência 

pelo produto de coloração verde e menos amargo (erva sem estacionamento), 

enquanto os países platinos preferem o produto de coloração amarelada e mais 

amarga (erva descansada, com longo período de estacionamento).6  

Contudo, vale ressaltar que a tecnologia de processamento industrial da 

erva-mate, atualmente, é limitada, devido à falta de pesquisa e pelo empirismo 

praticado pelo setor ervateiro. Essa falta de informações dificulta a padronização 

e o controle de qualidade da erva-mate, que exige o conhecimento dos fatores 

que afetam seus atributos, tanto qualitativos quanto quantitativos. Logo, é 

necessário desenvolver estudos que possam avaliar a tecnologia usada no 

processamento da erva-mate, obtendo-se informações precisas sobre a matéria-

prima e processos utilizados e sua relação com a composição química do 

produto.7 

Embora 96% da produção de erva-mate seja destinada ao preparo de 

chimarrão e tererê, não é plausível restringir a utilização das folhas de erva-mate 
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unicamente ao preparo de bebidas, uma vez que a erva-mate pode ser explorada 

tanto pela indústria de alimentos, como pelas indústrias química e 

farmacêutica.8–12 Atualmente, essa espécie tem sido exportada para várias 

partes do mundo, principalmente EUA e Europa, devido às suas propriedades 

nutricionais e medicinais (tônica, colerética, diurética, antioxidante, 

hipocolesterolêmica, antienvelhecimento, antitrombótica, anti-inflamatória, 

antiobesidade, etc.).3 Dentre os compostos conhecidos e responsáveis por essas 

propriedades benéficas da erva-mate, destacam-se os polifenóis, principalmente 

os ácidos clorogênicos, e as metilxantinas teobromina e cafeína. Neste contexto, 

a composição qualitativa e quantitativa e, consequentemente, a atividade dos 

compostos bioativos da erva-mate pode variar em função de diversos fatores, 

como o tipo de cultivo, clima, condições agronômicas e processamento 

industrial.13 Contudo, verifica-se uma lacuna na literatura, no que tange o 

desenvolvimento e aplicação de metodologias de avaliação das mudanças 

causadas no perfil volátil e não-volátil das folhas de erva-mate durante o seu 

cultivo e processamento, bem como a diferenciação química deste produto 

consumido e produzido em diferentes países. 

Apesar das propriedades benéficas dos compostos bioativos da erva-

mate, até o momento, a maior parte da literatura científica pertinente utiliza 

apenas metodologias convencionais para a extração destes compostos.14–18 

Neste contexto, técnicas avançadas de extração, como a extração assistida por 

ultrassom (UAE, do inglês Ultrasound-Assisted Extraction), possibilitam 

processos mais seletivos, reprodutivos, controlados e seguros.19–21 Devido às 

inúmeras vantagens, a UAE tem sido amplamente aplicada à extração de 

metabólitos secundários de alimentos, plantas medicinais etc.,20,22  representado 

uma alternativa promissora para a extração de compostos bioativos da erva-

mate.  

A eficiência da UAE depende de diversos fatores, como a temperatura e 

tempo de extração, bem como a composição do solvente extrator utilizado.23–25 

Logo, o estudo do comportamento destes parâmetros, aliado à avaliação da 

qualidade dos extratos torna-se de suma importância. Contudo, verifica-se a 

ausência de estudos de metodologias multivariadas de planejamento de 

experimentos aplicados à UAE de compostos bioativos de erva-mate. 
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Diante do exposto, a presente pesquisa propõe-se a estudar o perfil não-

volátil das folhas de erva-mate, oriundas de diferentes países e com diferentes 

formas de cultivo, e averiguar como o processamento industrial altera a 

composição química volátil das folhas de erva-mate.  

 

1.1. OBJETIVOS 

 

1.1.1. Objetivo Geral 

 

 Estabelecer estratégias de elucidação da composição dos metabólitos 

secundários não voláteis em erva-mate, oriundas de diferentes países e com 

diferentes formas de cultivo, utilizando técnicas modernas de extração e análise, 

aliadas a ferramentas quimiométricas, e avaliar como o processamento industrial 

altera a composição química volátil das folhas de erva-mate. 

 

1.1.2. Objetivos Específicos 

 

• Aplicar um delineamento composto central (CCD, do inglês Central 

Composite Design) ao estudo dos parâmetros “composição do 

solvente extrator, “tempo” e “temperatura”, envolvidos no processo de 

UAE de metabólitos secundários não voláteis de folhas de erva-mate 

processada, tendo como variáveis dependentes o rendimento da 

extração, a atividade antioxidante e os teores de compostos fenólicos 

e flavonoides totais dos extratos, bem como a área cromatográfica total 

obtida mediante análise destes extratos por Cromatografia liquida de 

alta pressão com detecção por arranjo de diodos (HPLC-DAD, do 

inglês High Pressure Liquid Chromatography – Diode Array Detector); 

• Ajustar os dados experimentais à um modelo matemático, mediante o 

método de mínimos quadrados, verificando a significância do modelo 

ajustado por Análise de Variância (ANOVA, do inglês Analysis of 

Variance) e avaliando a parametricidade dos resíduos; 

• Estimar as condições que maximizam a eficiência da UAE de folhas 

processadas de erva-mate; 
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• Validar o modelo ajustado realizando a UAE da erva-mate nas 

condições de trabalho escolhidas e verificando uma possível diferença 

estatística significativa entre o valor predito e o obtido 

experimentalmente; 

• Realizar a UAE, nas condições de trabalho escolhidas, de amostras 

de erva-mate de diferentes países e formas de processamento e 

cultivo; 

• Realizar uma análise exploratória não-supervisionada dos extratos 

obtidos, utilizando a técnica de espectrometria de fluorescência 

molecular, aliada à modelagem PARAFAC; 

• Caracterizar a composição química da fração não-volátil dos 

metabólitos secundários de erva-mate mediante a técnica de 

cromatografia líquida de ultra alta pressão com analisador quadrupolo 

- tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS, do inglês Ultra-high Pressure 

Liquid Chromatography – quadrupole time-of-flight mass 

spectrometry); 

• Quantificar os compostos identificados nos extratos por HPLC-DAD; 

• Realizar uma análise exploratória não-supervisionada dos dados 

obtidos por HPLC-DAD utilizando análise de componentes principais 

(PCA, do inglês Principal Component Analysis); 

• Obter a fração volátil de folhas in natura e processadas de erva-mate 

por hidrodestilação; 

• Caracterizar as frações voláteis mediante a resolução e identificação 

dos compostos por GC×GC/TOFMS, aliado à utilização de índices de 

retenção com programação linear de temperatura (LTPRI, do inglês 

linear temperature programmed retention index) e deconvolução 

espectral; 

• Estimar, mediante normalização de área, os teores dos compostos 

identificados em cada amostra e comparar os resultados obtidos, 

avaliando o efeito do processamento industrial na composição volátil 

da erva-mate. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1. ERVA-MATE 

 

2.1.1. Histórico 

 

A utilização da erva-mate pelos povos nativos da América do Sul data de 

períodos anteriores à própria colonização europeia no continente, e vem sendo 

evidenciada mediante achados arqueológicos. Neste contexto, foram 

encontradas folhas de erva-mate ao lado de alimentos, em túmulos pré-

colombianos localizados no distrito de Ancón, na Região de Lima, zona central 

do Peru, evidenciando sua utilização pelos povos incas.26  

O primeiro registro dos colonizadores europeus acerca do consumo de 

erva-mate ocorreu em 1554. Na ocasião, o primeiro Governador de Assunção – 

Domingo Martínez de Irala – em incursões pelas terras de Guaíra (atual território 

do Paraná), constatou que os nativos faziam uso de uma bebida estimulante à 

base de erva-mate. Chamada pelos Guaranis de káa-y (água de erva saborosa), 

a bebida era produzida mediante a infusão de folhas secas e trituradas de erva-

mate, e consumida em um recipiente, confeccionado a partir do fruto maduro da 

cucurbitácea Legenaria vulgaris, popularmente chamado de porongo (daí o 

nome mate, oriundo do vocábulo mati, denominação na língua quéchua para 

este recipiente). Esta infusão era consumida mediante o auxílio de um canudo 

de taquara, cuja base possuía um trançado de fibras, que impedia a passagem 

dos fragmentos das folhas.27–32  

No entanto, o cultivo sistemático da erva-mate só passou a ocorrer no 

século XVII, por volta de 1670, sob orientação dos jesuítas da Companhia de 

Jesus em seus 30 povos das Missões de Guarani, situados na faixa ao longo 

dos rios Paraguai e Uruguai. Este foi o impulso definitivo para o surgimento da 

economia ervateira, uma vez que contribuiu para a difusão da bebida entre os 

europeus e seu preparo foi aperfeiçoado.33–35 

A classificação taxonômica da erva-mate ocorreu no início do século XIV, 

pelo naturalista francês August de Saint-Hilaire que, no período 1820-1823, 

empreendera em várias viagens pelo Brasil. Em 1820, Saint-Hilaire esteve no 
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Rio Grande do Sul, Paraná e litoral e, ao retornar à França, em 1823, apresentou 

um relatório descritivo dos ervais sulinos brasileiros à Academia de Ciências do 

Instituto da França, onde propôs a designação de Ilex paraguariensis ou I. 

mate.35–39  

 

2.1.2. Caracterização da Espécie 

 

2.1.2.1. Taxonomia 

 

A erva-mate, de nome científico Ilex paraguariensis A. St. Hil., descrita por 

August de Saint-Hilaire, cujas exsicatas estão depositadas no Museu de História 

Natural de Paris, pertence à seguinte classificação taxonômica:5,38 

• Reino: Plantae 

• Divisão: Angiospermae 

• Classe: Dicotyledoneae 

• Subclasse: Archichlamydeae 

• Ordem: Celastrales 

• Família: Aquifoliaceae 

• Gênero: Illex 

• Espécie: I. paraguariensis 

Esta espécie é conhecida popularmente como erva-mate, caaguaçu, 

orelha-de-burro, ka’a, erva-mate-de-talo-branco, erva-piriquita, carvalho-branco, 

mate, erva, entre outros nomes usuais.36,40 

 

2.1.2.2. Descrição da Espécie 
 

A erva-mate (Figura 1) consiste em uma planta perenifólia sob condições 

naturais, de porte arbustivo a arbóreo, com altura variável de acordo com as 

condições de ocorrência, manejo e idade da planta que, por sua vez, pode 

alcançar cem anos. Além disso, trata-se de uma espécie umbrófila, crescendo 

preferencialmente entre pinheirais de Araucária angustifólia. Quando situada em 

sub-bosques de floresta, a planta pode atingir até 30 metros de altura.41–45 Em 
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contrapartida, nos sistemas agrícolas atuais, com adensamentos e podas 

regulares, a altura, geralmente, não ultrapassa 2 metros.36,46,47  

 

 

Figura 1: (a) Ilex paraguariensis A. St. Hil., fotografada em: RS, Protásio Alves, 
Linha Visconde de Mauá, zona rural de Protásio Alves;48 (b) Erva-mate: 1- Ramo 
masculino; 2- Ramo feminino; 3- Ramo com frutos; 4- Flor masculina; 5- Seção 
longitudinal de flor masculina; 6- Flor feminina; 7- Seção longitudinal de flor 
feminina; 8- Fruto; 9- Seção longitudinal do fruto; 10- Seção transversal do fruto. 
Adaptado de Köhler, H. A. (1887).49 

 

O caule é cilíndrico, reto ou pouco tortuoso, de cor acinzentada, 

geralmente com 20 a 25 cm de diâmetro, mas podendo chegar a 50 cm. Seus 

ramos são cilíndricos ou subcilíndricos, cinzentos, comumente com 20 a 25 mm 

de diâmetro, podendo alcançar até 50 mm.44,45 Vale notar que a denominação 

“erva”, empregada para plantas arbustivas, não lenhosas, não deve ser 

considerada fielmente para a descrição desta espécie, uma vez que a erva-mate 

é uma árvore de porte relativamente desenvolvido, sendo o emprego deste 

termo, originalmente, histórico.50,51 
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Em árvores adultas e em estado nativo, a casca atinge em média 2 cm de 

espessura, com coloração persistente, que varia de cinza-claro a acastanhada. 

Possui aspecto áspero e rugoso, com cicatrizes transversais e lenticelas 

abundantes, muitas vezes formando linhas longitudinais. A casca interna, por 

sua vez, possui textura arenosa e cor branca-amarelada que, após incisão, 

escurece rapidamente em contato com o ar.36 

As flores, por sua vez, são pequenas, não vistosas, pedunculadas e 

dispostas em inflorescências fasciculadas de até cinco flores, com curtos 

pedicelos. No que diz respeito ao comportamento das flores, embora nas plantas 

femininas sejam encontrados estames e, nas masculinas, pistilo, pode-se 

considerar a erva-mate como uma planta dioica críptica (2n = 40), uma vez que 

estas estruturas não funcionam e são abortadas pela planta que, dessa forma, 

torna-se unissexual por aborto, tendo assim a fecundação cruzada como única 

forma de reprodução. Em cada flor, nota-se um cálice gamossépalo com quatro 

sépalas de cor verde clara e uma corola branca formada por quatro pétalas. 

Entre essas pétalas, há quatro estames largos.44,47,51,52 

O fruto consiste em uma baga dupla globular, muito pequena, medindo 

geralmente entre 4 e 8 mm, com quatro sementes pequenas revestidas por um 

tegumento fino, áspero e duro, de coloração amarelo-clara ou parda. Quando 

imaturo, o fruto apresenta uma coloração verde, tornando-se vermelho-

arroxeado em sua maturidade. Nesta última fase, uma polpa mucilaginosa 

envolve a semente, e os pássaros são atraídos pelo fruto e se alimentam deste, 

expelindo posteriormente as sementes envolvidas em suas dejeções, 

favorecendo a disseminação das plantas.36,44,51,53 

Os ramos da erva-mate são acinzentados, geralmente com 20 a 50 cm de 

diâmetro, podendo chegar a 100 cm quando presentes em sub-bosques. Suas 

folhas são simples, alternas, geralmente estipuladas, de textura subcoriáceas a 

coriáceas. Seu formato é estreito na base e ligeiramente obtuso no vértice, 

medindo 5 a 10 cm de comprimento, mas podendo chegar a 18 cm em ambiente 

de sub-bosques florestais. As margens são irregulares e serrilhadas da porção 

mediana até a extremidade superior. O pecíolo é glabro, embora algumas vezes 

pubescente, relativamente curto e um tanto retorcido, medindo geralmente 7 a 

15 mm de comprimento.36,41,44,51,54,55 Entretanto, essas características podem 
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variar muito, sendo significativamente influenciadas por variáveis tais como 

sombreamento, sazonalidade, clima e genética, despertando interesse 

tecnológico, uma vez que essas condições podem afetar as características dos 

produtos comerciais.50,56 

 

2.1.2.3. Fenologia 
 

A erva-mate apresenta fenofases bem definidas, embora possam ser 

alteradas conforme o microclima de algumas regiões. Nos estados do Rio 

Grande do sul e Santa Catarina, a espécie floresce no período de setembro a 

dezembro, enquanto no Paraná, de setembro a novembro. Sob condições 

adequadas, a floração e a frutificação iniciam, gradativamente, aos dois anos de 

idade em árvores oriundas de propagação vegetativa, e aos cinco em árvores 

provenientes de sementes.52,53 As sementes maduras são encontradas de 

dezembro a março, porém, em altitudes acima de 800 metros, foram encontrados 

fruto maduros no final de abril e início de maio.57 A polinização é realizada, 

principalmente, pelo vento e por insetos, enquanto a dispersão das sementes é 

de forma zoocórica. Após o corte, os ramos levam entre 35 a 40 dias para 

rebrotar; 40 a 45 dias após a brotação para ter 50% da planta com flores; 30 a 

40 dias após a floração para a produção de frutos, e igual período até a 

maturação.58 

 

2.1.2.4. Área de Ocorrência Natural 
 

A ocorrência natural da erva-mate (Figura 2) está distribuída em uma área 

de, aproximadamente, 540.000 km2, que corresponde à cerca de 3% do território 

sul-americano. Este território compreende as regiões tropicais e subtropicais do 

Brasil, Argentina e Paraguai, estendendo-se desde a latitude de 21° até 30° S, e 

longitude 48° 30’ até 56° 10’ O. A maior concentração ocorre nas altitudes de 

500 a 1000 m, podendo ocorrer, em pontos isolados, fora destes 

limites.8,36,44,57,59,60 
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Figura 2: Área de ocorrência natural da erva-mate na América do Sul.61 

 

A maior área de ocorrência natural da erva-mate pertence ao Brasil 

(aproximadamente 80%), no bioma Mata Atlântica, sendo que a área estimada 

de distribuição corresponde a 450.000 km², representando cerca de 5% do 

território nacional e compreendendo em torno de 450 municípios, principalmente 

nos estados do Paraná, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.44,57,59,62 No país, a 

espécie é encontrada principalmente sob meia sombra dos pinheiros, imbuias e 

outras árvores de grande porte.57,61,63,64 

No Rio Grande do Sul, sua dispersão geográfica compreende 

principalmente a região centro-oeste. Em Santa Catarina, por sua vez, ocorre 

principalmente na região que se estende do Planalto Norte Catarinense, até o 

extremo oeste. No Paraná, a espécie está presente desde a região centro sul e 

sudoeste até a Serra do Mar, com exceção do litoral. Em contrapartida, em São 

Paulo ocorre com pouca frequência, estando presentes em áreas localizadas no 

sudoeste do Estado, onde são encontradas pequenas manchas de matas com 

ocorrência de Araucaria angustifolia, enquanto que, no Mato Grosso do Sul, 

ocorre majoritariamente em municípios sulinos.10,60,65 

Na argentina, a região de ocorrência concentra-se, majoritariamente, em 

Província de Missiones, estendendo-se por 60% do seu território, ocupando uma 

área de 18.000 km2, equivalente a 1% da superfície do país. No Paraguai, sua 

maior concentração situa-se entre os Rios Paraguai e Paraná. Por fim, embora 

existam citações da ocorrência natural da erva-mate na Bolívia, em Santa Cruz 
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de la Sierra, e no Uruguai, em Nocena, consistem, aparentemente, em materiais 

introduzidos.28,57,59 

Toda a área de abrangência da erva-mate está compreendida na região 

sul-americana de clima temperado (Figura 3), com a planta resistindo às baixas 

temperaturas. Seguindo a classificação de Köppen-Geiger, nesta área atuam, 

majoritariamente, dois grupos climáticos: Cfb (clima oceânico temperado) e Cfa 

(clima subtropical úmido). Ambos os grupos consistem em climas temperados 

(C), com precipitações regularmente distribuídas no decorrer do ano, 

proporcionando um clima sempre úmido (f), com variações de temperatura do 

mês mais quente superiores ou inferiores a 22 °C (a ou b, respectivamente).59 

Todavia, ainda há pequenas ocorrências dos tipos climáticos Cwa (clima 

temperado úmido com inverno seco e verão quente) e Aw (clima tropical com 

estação seca no inverno).44,57,59 

 

 

Figura 3: Tipos climáticos de Köeppen definidos dentro da área de ocorrência 
natural da erva-mate. Adaptado de Oliveira e Rotta (1985).59 

 

No que diz respeito ao solo, a espécie possui boa adaptação naqueles 

que apresentam boa profundidade e permeabilidade, embora não seja 

observada em solos hidromórficos. Além disso, a erva-mate possui boa 

adaptação em ambientes com fertilidade natural de média a alta, embora 
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apresente tolerância a solos com baixa fertilidade natural, sendo resistente a 

solos degradados. Em contrapartida, solos rasos, com menos de um metro de 

profundidade, ocasionam queda no rendimento da planta, que é acentuada em 

períodos de déficit hídrico, além de reduzir sua vida útil. Quanto à textura, 

observa-se que a espécie ocorre mais frequentemente em solos argilosos (>35% 

de argila), embora seja encontrada em locais com textura média (15 a 35% de 

argila). Por outro lado, a planta é raramente encontrada em solos constituídos 

por areias quartzosas (<15% de argila).44,57,59,66,67 

 

2.1.3. Produção Agrícola 

 

 Os ervais de produção podem ser distintos em dois sistemas: erval nativo 

(com cobertura vegetal, ou seja, sombreado), e o cultivado (sem cobertura 

vegetal, ou seja, a pleno Sol). Os ervais nativos são aqueles formados pela ação 

da natureza, ou seja, localizado em meio a floresta nativa. Nestes ervais, é 

comum ocorrer a ação do homem nas fases iniciais de formação dos cultivos, 

seja com eliminação da vegetação rasteira e poda das plantas, ou por 

adensamento, que consiste no plantio de mudas de erva-mate em locais onde já 

existem ervais nativos. Em contrapartida, os ervais cultivados caracterizam-se 

pelo plantio de mudas e um sistema de manejo convencional. Para o plantio dos 

ervais, são observados alguns procedimentos de preparo do solo que variam 

com o clima, vegetação natural, topografia, tipo e condições do solo. Vale 

ressaltar que as plantas de erva-mate adaptam-se melhor em ambiente 

sombreado, ou seja, em cultivo consorciado com outras árvores de maior 

porte.47,68 Além disso, a exposição ao sol influencia no sabor final do produto, 

podendo torná-lo mais “suave” ou mais “amargo”.69,70 

 

2.1.4. Processamento 

 

A tecnologia utilizada no processamento da erva-mate sofreu, 

relativamente, poucas alterações nos últimos anos, quando comparada à 

evolução observada em outros setores agroindustriais. Sendo assim, a análise 
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da tecnologia em uso pelo setor ervateiro exige esclarecimentos em função das 

suas especificidades. 

Neste contexto, o processamento da erva-mate, pode ser dividido em 

duas etapas: o ciclo do cancheamento e o do beneficiamento. O ciclo do 

cancheamento é a primeira fase do processo, consistindo nas seguintes 

operações básicas: colheita, sapeco, secagem, cancheamento e 

estacionamento. Ao longo deste ciclo, especialmente nos estágios de colheita, 

sapeco, secagem e estacionamento, as folhas de erva-mate sofrem alterações 

no perfil químico e na concentração dos compostos bioativos presentes na 

planta, os quais podem modificar suas atividades biológicas.71,72 Após o ciclo de 

cancheamento, a erva-mate obtida, agora denominada de cancheada, segue 

para a segunda etapa do processo: o ciclo de beneficiamento. Nesta etapa, 

elaboram-se os produtos do mate, mediante operações de trituração, separação 

e mistura.43,73 

 

2.1.4.1. Ciclo do Cancheamento 

 

2.1.4.1.1. Colheita 

 

A colheita da erva-mate é realizada mediante a operação de poda, que 

visa a coleta de folhas e ramos finos, uma vez que estas são as partes 

empregadas na elaboração da erva cancheada. Esta operação consiste na 

colheita de até 70% dos ramos enfolhados da planta, uma vez que cortes de 

maior intensidade podem comprometer a rápida recuperação das árvores. 

Recomenda-se que esta operação seja realizada a partir do 3° ano após a 

implantação dos ervais. Em ervais plantados bem conduzidos, esta poda é capaz 

de produzir até 2,5 kg de erva verde por árvore, estabilizando sua produção a 

partir do 10° ano de implantação. A frequência da colheita, por sua vez, pode ser 

a cada um ou dois anos em ervais plantados, levando-se em consideração que 

o corte anual diminui o rendimento da colheita. A estação ideal para realizar esta 

operação é o inverno, antes das plantas entrarem em franca atividade fisiológica, 

ou seja, antes do início das novas brotações.  
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2.1.4.1.2. Sapeco 

 

Logo após serem colhidas, as folhas de erva-mate passam por um 

processo de deterioração natural, associada à ação das enzimas peroxidase e 

polifenoloxidase presentes nas folhas. Estas enzimas catalisam reações de 

oxidação de compostos fenólicos, causando mudança na cor das folhas, 

principalmente sob a incidência de luz solar e calor. Sendo assim, uma forma de 

controlar o processo de escurecimento consiste em reduzir a atividade 

enzimática, que pode ser realizado protegendo o produto da incidência direta da 

luz solar e das altas temperaturas.33,43,74 

Entretanto, além dos cuidados citados, a indústria ervateira realiza uma 

operação de branqueamento, comumente chamada pelo setor de sapeco. Esta 

etapa consiste da passagem rápida das folhas por uma fonte de calor intenso, 

de forma a provocar a abertura dos estômatos (daí o nome sapeco, que em 

guarani significa “abrir os olhos”), perda de umidade (aproximadamente 20%) e 

decomposição das enzimas peroxidases e polifenoxidases.42,43,47,75,76 Esta 

operação deve ser realizada, preferencialmente, no mesmo dia da colheita dos 

ramos, a fim de evitar a perda de qualidade do produto.36 

Os equipamentos modernos para realização do sapeco consistem em um 

cilindro metálico, instalado com alguma inclinação, e movido mecanicamente, de 

maneira a permitir a movimentação da erva da extremidade mais alta, onde 

ocorre a alimentação contínua mediante uma esteira, para a mais baixa. A 

fornalha, por sua vez, é instalada na extremidade mais alta, de modo que a erva, 

ao cair no interior do cilindro, recebe ação direta das labaredas (temperatura 

média de 400 °C). Finalmente, o calor que circula no interior do equipamento é 

coletado por uma chaminé na extremidade mais baixa do cilindro, enquanto a 

erva, agora dita sapecada, sai do aparelho (a uma temperatura média de 60 °C), 

após um tempo de residência de aproximadamente 8 minutos, e é transportada 

à próxima operação por esteiras.36,43,44 

 Embora os sapecadores sejam equipamentos simples e de fácil operação, 

a falta de mecanismos de controle de qualidade no processo pode dificultar a 

padronização e afetar a qualidade do produto. Geralmente, o controle é realizado 

de forma empírica pelo operador, observando parâmetros tais como o crepitar 

das folhas durante o processo, a coloração e o aroma da erva-mate sapecada.77 
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2.1.4.1.3. Secagem 

 

 Embora a erva-mate sofra uma redução no teor de umidade durante o 

sapeco, essa operação seria ainda insuficiente para garantir a conservação do 

produto, sendo necessário efetuar uma secagem da erva sapecada, a fim de 

reduzir os teores de umidade a valores que garantam estabilidade ao produto. 

Dessa forma, esta operação completa o processo de desidratação iniciada no 

sapeco, sendo de fundamental importância na qualidade do produto.78 

Como na secagem de todo material vegetal, deve-se ter cuidado com o 

binômio tempo e temperatura, evitando a exposição excessiva do produto às 

altas temperaturas. Para a erva-mate, as temperaturas ideais de secagem 

estariam entre 80 e 110 °C. Eventuais exposições a altas temperaturas devem 

persistir por apenas poucos minutos, não excedendo temperaturas superiores a 

130 °C.79  

 Entre os sistemas modernos de secagem mecânica está o secador de 

esteiras, que consiste em uma estrutura com, geralmente, 2-4 pavimentos, com 

uma esteira em cada pavimento. A erva-mate, por sua vez, é disposta sobre as 

esteiras, em camadas de 30 a 80 cm de espessura, que se movimenta 

lentamente, transportando o material através do secador, em tempos que 

oscilam de 3 a 6 horas. Na parte inferior, sobre o piso, estão posicionadas as 

saídas de ar aquecido pela queima de madeira. O fluxo de material se dá em 

contracorrente, com a erva-mate entrando pela parte superior do secador. Dessa 

forma, este secador mecânico possui a vantagem de não ter contato direto da 

fumaça com o produto.78 

Entretanto, o sistema de secagem mecânica mais empregado atualmente 

no Brasil é o secador rotativo de alimentação contínua (Figura 4), construídos 

na forma de cilindros metálicos com variações nas dimensões e velocidade de 

rotação. Normalmente os secadores rotativos são dotados de aletas helicoidais 

para movimentação da erva-mate e o material fica exposto a uma temperatura 

de 300 °C por aproximadamente 5 minutos. Na extremidade de saída, a erva é 

retirada pela ação de uma turbina, que não consegue ventilar os palitos, 

separando estes da erva. Uma variação deste sistema são os secadores de 
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tambor que, ao contrário do rotativo, são dotados de dispositivos internos para 

movimentação da erva-mate, mas o corpo do equipamento permanece imóvel. 

Entretanto, tanto no tambor quanto no cilindro rotativo há a desvantagem do 

contato direto da fumaça com o produto, o que não é observado no secador de 

esteira, no qual o contato é indireto, causando menores danos à matéria-prima.36 

 

 

Figura 4: Aparelho secador rotativo de erva-mate.80 

 

2.1.4.1.4. Cancheamento 

 

 O cancheamento consiste em uma trituração ou fragmentação da erva 

seca, podendo ser realizada de várias formas, contudo, a fragmentação 

mecânica é a mais utilizada no mercado moderno. Embora existam vários 

sistemas de fragmentação, o mais comum é o por meio de marteletes picadores. 

Este aparato consiste em um tipo de cocho que vai sendo alimentado com erva, 

e martelos de madeira ou ferro, providos de lâminas nas extremidades, são 

movimentados por uma espécie de virabrequim, sob frequência regulável, de 

acordo com a necessidade de menor ou maior trituração.36 

 

2.1.4.1.5. Estacionamento 

 

 Estacionamento é um termo empregado pelo setor como sinônimo de 

armazenamento, consistindo no processo de maturação da erva-mate, de forma 

a adquirir o sabor, o aroma e a cor desejados. Esta etapa é uma das mais 
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importantes do processamento, pois nesta fase são atingidos os perfis de sabor 

necessários ao produto.5 Durante este processo ocorrem reações de oxidação 

que alteram a coloração e sabor do produto, conferindo-lhe novos atributos. 

Contudo, a erva cancheada pode ou não ser estacionada, ou seja, sofrendo ou 

não o processo de maturação, de acordo com a preferência do mercado 

consumidor. No Brasil, por exemplo, prefere-se o produto de coloração verde e 

menos amargo (erva sem estacionamento), enquanto que o mercado externo 

(principalmente os países platinos) prefere o produto de coloração amarelada e 

mais amargo (erva descansada, com longo período de estacionamento).6 As 

diferenças físicas de ambos os tipos podem ser observadas na Figura 5. Este 

procedimento é geralmente realizado armazenando-se a erva cancheada em 

embalagens de juta ou plástico trançado, em local ventilado, protegido da luz e 

da umidade, por cerca de um ano, conforme pode ser observado na Figura 6.36 

 

 

Figura 5: Diferença entre a erva-mate estacionada (direita) e não-estacionada 
(esquerda).81 
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Figura 6: Armazenamento de erva-mate.80 

. 

2.1.4.2. Ciclo do Beneficiamento 

 

No ciclo do beneficiamento, a erva cancheada passa por novas operações 

até a obtenção do produto. Contudo, do ponto de vista tecnológico e químico, as 

principais operações do processamento da erva-mate foram realizadas no ciclo 

do cancheamento, sendo o beneficiamento composto por poucas operações, 

visando apenas adequar o produto aos padrões de mercado.36 

Neste ciclo, a erva cancheada segue por uma rosca sem-fim até uma 

peneira rotativa de limpeza, onde os palitos fora dos padrões são separados e 

descartados. Na sequência, a erva passa então sobre ímãs, que retêm objetos 

metálicos, caindo, em seguida, sobre um martelete, que realizará a primeira 

redução de tamanho e homogeneização deste ciclo.36 

Em seguida, a erva entra novamente em peneiras rotativas de separação, 

que retêm os palitos, e passa em frente as folhas. Os palitos são elevados a uma 

nova peneira que os classifica por diâmetro, sendo em seguida triturados e 

direcionados a um silo de armazenamento. As folhas que foram separadas dos 

palitos são moídas por uma peneira cilíndrica giratória e, em seguida, passa por 

peneiras vibratórias com malhas, sendo classificadas em, no mínimo, dois 

tamanhos de folhas e em pó, que em seguida seguem para os silos 

apropriados.36,43  

Embora a composição química dos ramos, usualmente chamados de 

palitos, seja de perfil químico muito inferior ao das folhas, eles são adicionados 

à erva-mate destinada ao chimarrão, por melhorarem as propriedades físicas do 
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produto, facilitando o preparo da bebida. Os materiais provenientes dos silos são 

misturados segundo as necessidades de mercado. Neste ponto, se o tipo de 

produto requer adições de outras ervas, pequenos silos independentes, ou um 

silo com as ervas já misturadas nas doses requeridas, são acoplados ao 

misturador. Finalmente o produto finalizado é empacotado e armazenado, 

aguardando o despacho.36,44,50 

Vale destacar que o produto apresenta variações em função das 

preferências sensoriais da população consumidora, principalmente quanto à 

granulometria, presença de talos e envelhecimento, o que os torna bastante 

diferenciados. Na Argentina, por exemplo, a erva moída com paus é consumida 

em Buenos Aires e arredores, enquanto o restante do país consome erva-mate 

sem palitos. No que diz respeito ao grau de trituração, também existem 

diferenças, com a erva de menor granulometria mais consumida no litoral, norte 

e sul do país. Já o mercado consumidor uruguaio, de modo geral, prefere o mate 

de sabor forte, com folhas cortadas muito pequenas, sem palitos, e com 

quantidade significativa de pó.82 No Brasil, por outro lado, na industrialização da 

erva-mate, são utilizadas folhas, pecíolos e ramos finos no processamento 

industrial, tendo uma composição aproximada de 30% ramos e 70% folhas.82,83 

 

2.1.5. Utilização 

 

A erva-mate vem sendo consumida durante séculos pelos povos sul-

americanos para diversas finalidades. Atualmente, os produtos alimentícios mais 

comuns obtidos a partir das folhas de erva-mate são o chimarrão, tererê, chá 

mate, mate solúvel, entre outros. Destes, o chimarrão e o tererê, são as 

aplicações mais tradicionais, consumindo aproximadamente 96% da erva-mate 

destinada ao mercado interno. O primeiro consiste em uma bebida preparada 

por adições repetidas de água quente, na mesma quantidade de material seco 

da planta, servidos em uma cuia e ingeridos com o auxílio de uma bomba de 

metal. A preparação do tererê, por sua vez, é muito similar, porém obtido pela 

adição água fria ou gelada à erva.1–3 

No entanto, não é plausível restringir a utilização das folhas de erva-mate 

unicamente para estas finalidades, visto que o chá gelado é a bebida derivada 
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de mate mais aceita nas regiões quentes do país. Além disso, por possuir uma 

composição química complexa do ponto de vista bioquímico, pesquisadores vêm 

sugerindo que sejam realizados investimentos na melhoria da qualidade do 

produto. Dessa forma, alguns estudos têm sido conduzidos com o intuito de 

identificar alternativas para a utilização da erva-mate, que vêm mostrando um 

mercado em potencial para novos produtos (Tabela I).11 Neste contexto, a erva-

mate pode ser explorada tanto pela indústria de alimentos, como pelas indústrias 

química e farmacêutica.8–12 

 

Tabela I: Derivados tradicionais e potenciais de folhas de erva-mate.84 

Aplicação Apresentação Produtos 

Alimentos 

Bebidas 

Chá solúvel, chimarrão, tererê, chá tostado, 

cerveja, vinho, sucos, bebida láctea, 

refrigerante, mate com café, bebidas 

energéticas e funcionais. 

Sobremesas e outros 

Gelatinas, sorvetes, cremes, pudins, barras de 

cereais, balas, goma de mascar, massas 

alimentícias, pães, biscoitos, chocolates. 

Aditivos alimentícios Aroma, antioxidante, conservante, corante. 

Cosméticos 

Sólido 
Pó facial, talcos, maquiagens, sabonetes e 

sabões. 

Líquido 

Soluções, loções de beleza, óleos cosméticos, 

desodorantes, águas perfumadas, odorantes, 

xampus. 

Semissólido 
Creme, gel, emulsões, maquiagens, máscaras 

faciais. 

Medicamentos 

Sólido Pós, extratos, cápsulas, comprimidos. 

Líquido Tintura, infusão, extrato fluído. 

Aditivos Farmacêuticos Antioxidante, corante, antimicrobiano. 

 

 

No que diz respeito às publicações de patentes e artigos científicos acerca 

deste tema, em virtude dos benefícios oferecidos pela erva-mate e por ser esta 

considerada uma das plantas mais rica em substâncias benéficas à saúde 
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humana do mundo, a literatura revela a aplicação da erva-mate na produção de 

medicamentos, cosméticos, produtos de limpeza e na indústria de alimentos. 

Entretanto, vale ressaltar que o interesse pelas suas aplicações não limita-se 

aos países produtores, uma vez que a origem das patentes e dos produtos 

cosméticos indica que a Europa e a América do Norte usam a erva-mate para 

produtos mais elaborados.8,50,85,86 

No mercado de bebidas, o consumo de bebidas à base de chá-mate tem 

crescido, em consequência dos benefícios à saúde e pelo lançamento de novos 

produtos com maior aceitação pelo público, como as bebidas aromatizadas 

prontas para consumo, com aroma natural de frutas.87 A erva-mate vem sendo 

utilizada na formulação de cervejas,88 bebidas energéticas, refrigerantes,89 além 

de ser vendido na Europa em combinação com outras ervas, na forma de chás 

energéticos.90 

Contudo, a erva-mate possui potencial que ultrapassa seu uso como base 

para bebidas. Na indústria alimentícia, produtos à base de erva-mate, como 

pães,91 por exemplo, além de apresentarem uma boa aceitação do público 

consumidor, tiveram maior vida de prateleira devido a ação antifúngica da erva-

mate. Outro exemplo é acréscimo do extrato aquoso de erva-mate em 

formulações de gelatina, que também receberam boa aceitação, além de 

conseguiram manter as substâncias bioativas da erva-mate no produto final.92 

Balas contento extrato de erva-mate tiveram um aumento significativo em 

polifenóis e minerais, além de promover um aumento na dureza dos doces, 

produzindo os resultados desejados em termos de características nutricionais e 

aceitação do público.88 Barras de cereal contendo erva-mate também mostraram 

bons resultados em avaliações sensoriais e físico-químicas, corroborando para 

evidenciar a viabilidade do uso deste ingrediente no desenvolvimento de novos 

produtos alimentícios.93 

Algumas das utilizações para as folhas de erva-mate relatadas na 

literatura dizem respeito aos seus aspectos medicinais, uma vez que ela possui 

atividade estimulante, diurética, estomáquica e sudorífica, além da atuação do 

componente nieroxina, anti-inflamatório natural do sistema urogenital, e auxiliar 

na redução da obesidade. Além disso, são relatados benefícios ao aparelho 
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circulatório, como no tratamento de arteriosclerose e hipertensão, bem como 

para o aparelho respiratório, no tratamento de bronquite e pneumonia.41,94 

Outra aplicação para a erva-mate citada na literatura consiste na produção 

de cosméticos, principalmente em países do hemisfério Norte. Nestes países, os 

principais cosméticos comercializados a partir do extrato de erva-mate 

apresentam finalidades de rejuvenescimento e proteção da pele, auxílio na 

redução e controle de celulite, redução de rugas, adstringente e desodorante.86 

Diante do exposto, fica claro que o mercado nacional ervateiro apresenta 

um elevado potencial de crescimento sendo, contudo, necessário desenvolver 

estratégias de marketing, valorização do produto e investimentos com relação 

ao beneficiamento da matéria prima. Entretanto, existem desafios no 

desenvolvimento de novos produtos alimentícios, como a perda de compostos 

fenólicos presentes na matéria-prima durante seu processamento, uma vez que, 

para que os compostos fenólicos possam exercer atividade biológica, estes 

devem estar numa concentração mínima que induza o efeito biológico e o 

mecanismo de ação.95,96 Além disso, por ser um produto natural, a erva-mate 

não apresenta uniformidade quanto ao teor de seus componentes químicos, seja 

pela forma de cultivo ou pela diversidade climática de sua área de ocorrência, 

sendo necessário estudos acerca dessa variação, de forma a facilitar sua 

comercialização e exportação para mercados consumidores globalizados.97 

 

2.1.6. Aspectos Econômicos 

 

2.1.6.1. Produtividade 
 

A produção mundial de erva-Mate ocorre no Brasil, Argentina e Paraguai, 

sendo o Brasil o principal produtor em 2018, com 939 mil toneladas de erva-mate 

verde. Na sequência, apresenta-se a Argentina, com 809 mil toneladas, e 

Paraguai, com uma produção de 105 toneladas. Avaliando-se a Tabela II, que 

apresenta os dados de produtividade de erva-mate cultivada destes países nos 

anos de 2008, 2013 e 2018, avaliados pela divisão estatística da Food and 

Agriculture Organization of the United Nations (FAOSTAT),4 observa-se que a 

Argentina é o país com maior área de produção, embora apresente a menor 
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produtividade entre os três países. Em contrapartida, o Brasil, apesar de possuir 

menos da metade da área de cultivo da Argentina, apresentou em 2018, 

aproximadamente 56,65% da produção mundial de erva-mate cultivada, seguido 

da Argentina (31,31%) e Paraguai (12,04%). 

 

Tabela II: Produção de erva-mate verde cultivada nos países produtores. 

 País Produção (t) Produção (%) 
Área Cultivada 

(ha) 

Produtividade 

(kg/ha) 

2018 

Argentina 302.099 31,31 165.327 1.827 

Brasil 546.618 56,65 71.979 7.594 

Paraguai 116.192 12,04 22.850 5.085 

TOTAL 964.909 100,00 260.156 14.506 

2013 

Argentina 241.365 28,64 178.995 1.348 

Brasil 515.451 61,17 67.397 7.648 

Paraguai 85.834 10,19 20.000 4.292 

TOTAL 842.650 100,00 266.392 13.288 

2008 

Argentina 237.858 31,75 173.940 1.367 

Brasil 434.727 58,02 71.217 6.104 

Paraguai 76.663 10,23 18.305 4.188 

TOTAL 749.248 100,00 263.462 11.660 

Fonte: FAOSTAT (2020).4 

 

 A nível nacional, a produção está localizada na região sul, com 596 

municípios desenvolvendo a atividade ervateira, e uma pequena quantidade no 

centro-oeste do país, devido às condições climáticas que favorecem o cultivo e 

a área nativa da espécie. Neste contexto, segundo o Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística (IBGE), o principal estado produtor de erva-mate foi o Rio 

Grande do Sul, estando o cultivo presente em cerca de 14 mil propriedades rurais 

distribuídas em aproximadamente 258 municípios. Em 2018, o estado foi 

responsável pela produção de 232.971 mil toneladas de erva-mate, 

correspondente a 43% da produção brasileira, ou ainda, a 24% da produção 

mundial naquele ano. Na sequência, o Paraná produziu 214.309 toneladas 

(39%); Santa Catarina, 98.045 toneladas (18%); e Mato Grosso do Sul, 1.293 

toneladas (menos de 1%).98,99  
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2.1.6.2. Mercado Internacional 

 

 No que diz respeito ao mercado internacional, segundo os dados da The 

Observatory of Economic Complexity, a erva-mate foi o 1114º produto mais 

comercializado no mundo em 2020, movimentando US$ 230 milhões. Neste 

contexto, os principais países exportares (Figura 7a) foram: a Argentina, com 

US$ 89 milhões (39.1%); Brasil, com US$ 88 milhões (38.3%); e Paraguai, com 

US$ 27 milhões (11,9%). Por outro lado, os maiores importadores (Figura 7b) 

foram: Uruguai e Síria, ambos com US$ 62 milhões (27,1%); Argentina, com US$ 

34 milhões (15%); Chile, com US$ 14 milhões (6%); e Espanha, com US$ 8 

milhões (3,3%).100 

 

 

Figura 7: Comércio internacional de erva-mate em 2020. Principais países (a) 
exportadores e (b) importadores de erva-mate no mundo. Adaptado de OEC 
(2022).100 

 

Segundo dados disponibilizados pelo Ministério da Indústria, Comércio 

Exterior e Serviços,101 os principais países que importam a erva-mate brasileira 

são Uruguai, Chile, EUA, França e Espanha. Neste contexto, os principais 

estados exportadores brasileiros de erva-mate em 2017, foram: Rio Grande do 

Sul, US$ 64,2 milhões em vendas (81,4%); Paraná, com US$ 7,8 milhões (9,9%); 

e Santa Catarina, com US$6 milhões.  
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2.1.7. Metabólitos Secundários em Erva-Mate 
 

O metabolismo representa o conjunto de reações químicas que ocorrem 

continuamente nas células dos seres vivos, enquanto os compostos químicos 

que são formados, degradados ou transformados recebem o nome de 

metabólitos. Estes, nos vegetais, podem ser classificados em dois grandes 

grupos: primários e secundários.102  

Os metabólitos primários compreendem os compostos essenciais a todos 

os seres vivos, com funções vitais bem definidas. Dessa forma, uma vez que 

todos os seres derivaram de um precursor comum, as principais macromoléculas 

do metabolismo primário (carboidratos, lipídeos, proteínas e ácidos nucléicos) 

são essencialmente as mesmas, seja em um organismo vegetal ou animal, 

possuindo funções estruturais e de armazenamento de energia. Em 

contrapartida, os metabólitos secundários são produzidos mediante rotas 

biossintéticas complexas e, muitas vezes, desconhecidas, a partir dos 

metabólitos primários. Em contraste ao primeiro grupo, os metabólitos 

secundários são produzidos em pequenas quantidades, e nem sempre estão 

envolvidos em funções vitais do vegetal, sendo geralmente responsáveis por 

proteger a planta contra herbívoros (conferindo sabor amargo às folhas), ataque 

de patógenos (produzindo toxinas inseticidas), bem como beneficiá-la na 

competição com outros vegetais, favorecendo a atração de polinizadores, 

conferindo cor a flores e frutos. Além disso, ao contrário dos primários, não estão 

presentes em todos os vegetais, sendo constituintes químicos extremamente 

diversos. Dessa forma, cada família, gênero, e espécie possui uma composição 

química característica, podendo, inclusive, ser utilizadas como caracteres 

taxonômicos na classificação das plantas.102–106  

Os metabólitos secundários representam uma interface química entre as 

plantas e o ambiente, sendo assim sua síntese afetada pelas condições 

ambientais. Os principais fatores que influenciam a produção de metabólitos nas 

plantas são a sazonalidade, a temperatura, a disponibilidade hídrica, a radiação 

ultravioleta, poluição atmosférica e intensidade de luz solar.107 
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Contudo, esses compostos despertam interesse não apenas por suas 

atividades biológicas exercidas nas plantas sob estímulos ambientais, mas 

também por sua atividade farmacológica, sendo capazes de interferir a nível 

molecular no organismo humano. Além disso, a humanidade tem usado os 

metabólitos secundários para vários fins, tais como corantes, flavorizantes, 

fragrâncias, estimulantes, alucinógenos, inseticidas, venenos e agentes 

terapêuticos.102,108 

No que diz respeito à composição química das folhas de erva-mate, esta 

apresenta-se reconhecidamente complexa, uma vez que vários metabólitos 

secundários já foram observados. Dentre estes, pode-se destacar os terpenos, 

fenilpropanoides, polifenóis (flavonoides e ácidos fenólicos) e alcaloides 

(metilxantinas). Além disso, a composição química da erva-mate pode variar de 

acordo com o estágio evolutivo da planta, a época da colheita, as características 

climáticas, as condições do solo e do clima. As etapas do processamento 

industrial também podem influenciar nos teores de metabólitos presentes na 

erva-mate.109–118 No que diz respeito à origem biossintética, conforme pode ser 

visualizado na Figura 8, a origem dos principais metabólitos secundários da 

erva-mate, a exceção das metilxantinas, pode ser resumida a partir do 

metabolismo da glicose, via dois intermediários principais, o ácido chiquímico e 

o acetato. 
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Figura 8: Resumo da biossíntese de alguns metabólitos secundários da erva-
mate. 

 

2.1.7.1. Terpenos  
 

Os terpenos, também denominados terpenoides, consistem em 

compostos que constituem uma classe de produtos naturais, formados pela 

fusão de unidades isoprênicas de cinco carbonos, que apresentam uma grande 

variedade estrutural e funcional. A classificação dos terpenos pode ser feita de 

acordo com o número de unidades de isopreno que vão se ligando entre si, 

orientadas em sentido cabeça-cauda, podendo ser: monoterpenos (C10), 

sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30), entre outros. 

Contudo, embora o isopreno seja produzido naturalmente, ele não está envolvido 

diretamente na formação dos terpenos, sendo um produto oriundo do 

metabolismo da acetilcoenzima A (acetil-CoA).119–122 

Conforme pode ser visualizado na Figura 9, a acetil-CoA pode sofrer uma 

condensação aldólica com uma molécula de acetoacetil-CoA, seguida de uma 

hidrólise à 3-hidróxi-3-metilglutaril-CoA, que é reduzida a mevalonato. Este, por 

sua vez, após sofrer reações de piro-fosforilação, descarboxilação e 

desidratação, é convertido a isopentenil-pirofosfato (IPP, do inglês Isopentenyl 
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Pyrophosphate), chamado também de isopreno ativo, a unidade básica na 

formação de terpenoides e esteroides. A condensação da molécula de IPP com 

seu isômero dimetilalil-pirofosfato (DMAPP, do inglês Dimethylallyl 

Pyrophosphate), mediante a ação catalítica da enzima pirofosfato de geranila 

sintase, forma trans-geranil-pirofosfato (GPP, do inglês Geranyl Pyrophosphate), 

que, por meio da ação enzimática das monoterpeno sintases, forma toda a 

diversidade de monoterpenos (C10).102,123,124 

 

 

Figura 9: Biossíntese dos terpenos e esteroides. Adaptado de Simões (2007). 

 

Os mecanismos de reação (Figura 10) de todas as monoterpeno sintases 

iniciam-se com a ionização do substrato de GPP. O carbocátion geranil 

resultante pode sofrer uma série de ciclizações, trocas de hidretos e rearranjos 

antes que a reação seja terminada por desprotonação ou adição de um 

nucleófilo. Neste contexto, para que ocorra a formação de monoterpenos 

cíclicos, primeiramente é necessário que haja a isomerização do cátion geranil a 
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um intermediário catiônico linalil que, por sua vez, possui capacidade de ciclizar. 

A partir da síntese da espécie cíclica inicial, o cátion α-terpinil, iniciam-se as 

possibilidades de ciclizações secundárias, responsáveis pela formação dos 

terpenos cíclicos. Entretanto, aproximadamente um terço das enzimas 

monoterpeno sintases convertem o substrato GPP em produtos acíclicos. O 

mecanismo dessas reações também procede pela formação do cátion geranil, 

entretanto, é seguido de perda de prótons para formar (E)-β-ocimeno e mirceno, 

por exemplo, ou adição de água para formar geraniol ou linalol. Além disso, o 

linalol, mirceno e (E)-β-ocimeno podem ser formados a partir do cátion linalil. 

Devido seu baixo peso molecular, os monoterpenos costumam ser voláteis, 

sendo um dos principais constituintes dos óleos essenciais e das essências 

voláteis, podendo ser isolados mediante hidrodestilação. Atualmente, são 

conhecidos mais de 1.000 monoterpenoides de ocorrência natural.102,123,124 
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Figura 10: Rotas biossintéticas de alguns monoterpenos cíclicos e acíclicos.123 

 

O GPP, ainda, pode reagir com IPP, resultando em farnesil-pirofosfato 

(FPP, do inglês Farnesyl Pyrophosphate), precursor de sesquiterpenos. A 

formação destes, a partir de FPP, é catalisado por enzimas sesquiterpeno 

sintases, empregando mecanismos de reação similares aos da formação de 

monoterpenos. No entanto, a cadeia carbônica mais longa do FPP e a presença 

de três ligações duplas, em vez de duas, aumentam bastante a diversidade 

estrutural dos sesquiterpenos, quando comparados aos monoterpenos, sendo 
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conhecidos mais de 5000 sesquiterpenos na natureza. Vale destacar que, assim 

como os monoterpenos, os sesquiterpenos são uma das principais substâncias 

que compõem os óleos voláteis de plantas, importantes nas indústrias de 

fragrâncias, alimentícia e farmacêutica, devido sua reconhecida atividade 

biológica.102,123,124 

Por fim, se mais uma molécula de IPP for adicionada ao FPP, ocorrerá a 

formação de geranilgeranil-pirofosfato (GGPP, do inglês Geranylgeranyl 

Pyrophosphate), a partir do qual formam-se os diterpenos. Paralelamente, se 

ocorrer a dimerização de FPP, ocorre a produção de esqualeno, precursor da 

maioria dos triterpenos, tais como as saponinas.102,124 

As saponinas são um grupo de compostos formados por um esqueleto 

lipofílico, que pode ser esteroidal (encontrada principalmente em 

monocotiledôneas) ou triterpênico (comum em dicotiledôneas), e uma porção 

hidrofílica, formada por um ou mais açúcares e/ou ácidos urônicos. As saponinas 

são caracterizadas por serem altamente solúveis em água, possuindo sabor 

amargo, e sua natureza anfipática confere a esta classe a capacidade de 

redução da tensão superficial da água e sua ação detergente, além de sua 

propriedade emulsificante e formadora de micelas.125  

Na erva-mate, aproximadamente 5 a 10% da massa das folhas secas são 

de saponinas. Além disso, uma característica que permite diferenciar as 

saponinas de Ilex paraguariensis das outras espécies do gênero Ilex, é o fato de 

que as saponinas encontradas nas folhas da primeira contém, principalmente, 

núcleos de ácido ursólico (Figura 11a) e oleanólico (Figura 11b).126 

  

 

Figura 11: Agliconas das saponinas de Ilex paraguariensis, derivadas do (a) 
ácido ursólico e (b) oleanólico. 
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2.1.7.2. Fenilpropanoides  
 

Os fenilpropanoides consistem em metabólitos secundários derivados do 

metabolismo da glicose (Figura 12). Mediante a condensação aldólica de dois 

metabólitos da glicose, o fosfoenolpiruvato e a eritrose-4-fosfato, é formado o 

ácido chiquímico. Este, por sua vez, pode reagir com uma molécula de 

fosfoenolpiruvato, formando ácido corísmico, precursor do aminoácido aromático 

fenilalanina. Este, pela ação da enzima fenilalanina amonialiase (PAL), perde 

uma molécula de amônia, originando o ácido cinâmico, que é o precursor da 

maioria dos compostos classificados como fenilpropanoides (ArC3). Esta classe 

consiste em compostos aromáticos com uma cadeia lateral de 3 de carbonos, 

presentes em óleos voláteis.102 
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Figura 12: Metabólitos secundários oriundos do metabolismo da glicose via 
ácido chiquímico.102 

 

  Muitos fenilpropanoides podem atuar como antioxidantes devido aos 

múltiplos grupos hidroxila e ligações duplas insaturadas presentes nas suas 

estruturas podendo, desta forma, reagir com radicais e íons oxidativos nas 

células. O anel benzênico nos fenilpropanoides permite a estes compostos 

cruzar membranas celulares e exercer suas atividades biológicas e, por esta 

razão, muitos medicamentos modernos são derivados de compostos fenólicos 

de plantas.127 
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2.1.7.3. Compostos Fenólicos 
 

Os compostos fenólicos, também conhecidos como polifenóis, 

compreendem um grupo complexo de metabólitos secundários presentes no 

reino vegetal. Esta classe abrange, aproximadamente, 8000 compostos de 

ocorrência natural, todos possuindo uma característica estrutural comum, um 

anel aromático (C6), no qual ao menos um hidrogênio é substituído por um 

grupamento hidroxila.3,102,128,129 Neste contexto, os polifenóis apresentam 

propriedades de óxido-redução, atuando na absorção e neutralização de radicais 

livres, uma vez que possuem elétrons π em sua estrutura que estabilizam o 

radical formado pela oxidação do fenol.130   

Estes compostos desempenham diversos papéis na fisiologia da planta e 

estão, geralmente, relacionados às funções alelopáticas, como defesa contra a 

radiação ultravioleta e agentes patogênicos e ataque de herbívoros. Os 

comostos fenólicos também estão envolvidos no crescimento e morfogênese da 

planta, entre outras funções. De um ponto de vista sensorial, os polifenóis 

influenciarem na qualidade dos alimentos de origem vegetal, afetando variáveis 

como amargor, adstringência, sabor, odor, cor e estabilidade oxidativa.131–134 

De acordo com a estrutura química, podem ser realizadas distinções entre 

os tipos de compostos fenólicos e estes podem ser classificados em 2 grandes 

grupos: os ácidos fenólicos e os flavonoides.102 

 

2.1.7.3.1. Ácidos Fenólicos 
 

Os ácidos fenólicos distinguem-se em duas classes: os derivados do ácido 

benzoico e os derivados do ácido cinâmico (Tabela III). Os derivados do ácido 

benzoico incluem, por exemplo, os ácidos gálico, p-hidroxibenzoico, 

protocatequínico, vanílico e siríngico, que possuem em comum a estrutura C6-

C1. Os derivados do ácido cinâmico consistem em compostos aromáticos com 

uma cadeia lateral de três carbonos (C6-C3), tendo os ácidos cafeico, ferúlico, 

p-cumárico e sinápico como principais representativos da classe.135–139. Vale 

ressaltar que os ácidos cinâmicos possuem uma ligação dupla, podendo existir 
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sob duas formas isoméricas, por exemplo, ácido cis-cinâmico (isômero Z) e ácido 

trans-cinâmico (isômero E). Os derivados do ácido cinâmico mais encontrados 

na natureza possuem conformação trans e são os mais estáveis. No entanto, 

esses dois isômeros podem se transformar um no outro pela influência da luz em 

meio aquoso.102 

Tabela III: Subclasses de ácidos fenólicos.140 

Classes Exemplos Estrutura 

Ácidos 

benzoicos 

Ácido Salicílico: R1 = OH  

Ácido Gentísico R1 = R4 = OH  

Ácido p-Hidroxibenzoico: R3 = OH 

Ácido Protocatequínico: R2 = R3 = OH 

Ácido Vanílico: R2 = OCH3, R3 = OH  

Ácido Gálico: R2 = R3 = R4 = OH 

Ácido Siríngico: R2 = R4 = OCH3, R3 = OH  

 

Ácidos 

Cinâmicos 

Ácido trans-Cinâmico: R1 = R2 = R3 = R4 = H 

Ácido o-Cumárico: R1 = OH 

Ácido m-Cumárico: R2 = OH 

Ácido p-Cumárico: R3 = OH 

Ácido Cafeico: R2 = R3 = OH 

Ácido Ferúlico: R2 = OCH3, R3 = OH 

Ácido Sinápico: R2 = R4 = OCH3, R3 = OH  

 

 

 

Os ácidos fenólicos, além de ocorrerem sob sua forma natural, podem 

também ligar-se entre si ou com outros compostos. A família de compostos mais 

importantes destas combinações, devido a sua alta bioatividade, são os ácidos 

clorogênicos (CGAs, do inglês chlorogenic acids), que surgem da reação de 

esterificação do ácido quínico com um dos derivados do ácido cinâmico, sendo 

os mais comuns: ácido cafeico, ácido ferúlico e ácido p-cumárico (Figura 13).141–

145 
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Figura 13: Ácido cinâmico com indicação das posições de esterificação e 
principais derivados cinâmicos para produção de CGAs: ácido cafeico (C), ácido 
ferúlico (F) e ácido p-cumárico (pCo). 

 

O grupo de ácidos clorogênicos mais abundante na natureza são os 

isômeros do ácido cafeoilquínico (CQA, do inglês caffeoylquinic acid), formados 

pela esterificação em diferentes posições do ácido quínico com o ácido cafeico, 

que forma os seguintes isômeros (Figura 14): ácido 3-O-cafeoilquínico (3-CQA), 

ácido 4-O-cafeoilquínico (4-CQA) e ácido 5-O-cafeoilquínico (5-CQA).146 O 5-O-

cafeoilquínico é o representante mais abundante e mais importante da série dos 

CGA, sendo encontrado em grande concentração em muitos vegetais. Neste 

contexto, estima-se que uma pessoa consome, em média, 1 g de 5-CQA por dia, 

uma vez que encontra-se presente em infusões e em vários alimentos.147 

    

 

Figura 14: Ácidos cafeoilquínicos (CQAs). 

 

Outro grupo de ácidos clorogênicos são aqueles formados pela reação de 

esterificação entre os ácidos quínico e ferúlico, que formam três isômeros do 
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ácido feruloilquínico (FQAs, do inglês Feruloylquinic acids) (Figura 15): ácido 3-

O-feruloilquínico (3-FQA), ácido 4-O-feruloilquínico (4-FQA) e ácido 5-O-

feruloilquínico (5-FQA).146 

 

 

Figura 15: Ácidos feruloilquínicos (FQAs). 

 

De forma similar, as reações entre os ácidos quínico e p-cumárico formam 

o grupo de isômeros do ácido p-cumaroilquínico (pCoQAs, do inglês p-

coumaroylquinic acids) (Figura 16): ácido 3-O-p-cumaroilquínico (3-pCoQA), 

ácido 4-O-p-cumaroilquínico (4-pCoQA) e ácido 5-O-p-cumaroilquínico (5-

pCoQA).146 

 

 

Figura 16: Ácidos p-cumaroilquínicos (pCoQAs). 

 

As reações de esterificação também podem ocorrer entre duas moléculas 

de ácido cafeico e uma de ácido quínico, formando os isômeros do ácido 

dicafeoilquínicos (di-CQAs, do inglês dicaffeoylquinic acids) (Figura 17): ácido 

3,4-di-O-cafeoilquínico (3,4-di-CQA), ácido 3,5-di-O-cafeoilquínico (3,5-di-CQA) 

e ácido 4,5-di-O-cafeoilquínico (4,5-di-CQAs).146 
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Figura 17: Ácidos dicafeoilquínicos (di-CQAs). 

 

De forma análoga, a reação também pode ocorrer entre duas moléculas 

de ácido ferúlico e uma de ácido quínico, formando os isômeros do ácido 

diferuloilquínico (di-FQAs, do inglês diferuloylquinic acids): ácido 3,4-di-O-

diferuloilquínico (3,4-di-FQA), ácido 3,5-di-O-diferuloilquínico (3,5-di-FQA) e 

ácido 4,5-di-O-diferuloilquínico (4,5-di-FQAs).146 

Existem diferentes propostas descrevendo a via biossintética dos ácidos 

clorogênicos, considerando que estes metabólitos secundários façam parte da 

via dos fenilpropanoides, conforme pode ser conferida na Figura 13, na seção 

2.1.7.2. Neste contexto, alguns estudos demonstram que a produção de 

fenilpropanoides em diferentes tecidos vegetais seja estimulada, principalmente, 

pela incidência de raios UV, podendo também ser alterada pela disponibilidade 

hídrica. A incidência de raios UV e altas temperaturas influenciam a expressão 

gênica de enzimas da via biossintética dos fenilpropanoides, como a PAL, 

primeira enzima desta via, gerando acúmulo de substâncias C6-C3 e, 

consequentemente, de ácidos clorogênicos.148–153 

 De um ponto de vista econômico, os ácidos clorogênicos possuem grande 

importância, estando presentes em diversos vegetais, e sendo responsáveis por 

características organolépticas relevantes em determinados alimentos, como, por 

exemplo, o amargor característico da erva-mate. Além disso, compostos naturais 

com alta atividade antioxidante, como os CGAs, possuem potencial para serem 

utilizados como conservantes em alimentos e cosméticos.154 Embora os 

antioxidantes sintéticos sejam eficazes na inibição do processo oxidativo, 

diversos efeitos adversos têm sido associados à sua ingestão.155 Os 

antioxidantes sintéticos mais utilizados, como hidroxitolueno butilado e 

hidroxianisol butilado, estão relacionados a danos à saúde, como o aumento 
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hepático e da atividade enzimática microssomal, além de converterem algumas 

substâncias ingeridas a tóxicas e cancerígenas.156 

No que diz respeito aos efeitos benéficos à saúde, atividades 

farmacológicas também foram atribuídas aos ácidos clorogênicos, tanto na 

ingestão pela dieta, quanto na administração terapêutica. Neste contexto, 

diversos estudos relatam propriedades como ação antioxidante,157–160 

hepatoprotetora,161–163 cardioprotetora,164,165 antidiabética,166,167 anti-

inflamatória,168–172 neuroprotetora,173–176 antiartrítica,177,178 anti-HIV179 e 

anticarcinogênica.180–182 Esses compostos já evidenciaram a capacidade de 

modificar o metabolismo da glicose e lipídios, podendo inclusive atuar em sua 

absorção.183–189 Também foi constatada a ação dos ácidos clorogênicos em 

atenuar o estresse oxidativo e a inflamação na nefropatia diabética, atuando na 

proteção contra lesões renais diabéticas, tanto in vitro quanto in vivo.166 Também 

foi verificado efeitos benéficos no gerenciamento de disfunções auditivas neurais 

causadas por diabetes em estudo realizado com ratos.190 Ainda relacionado ao 

tratamento de diabetes, os ácidos clorogênicos possuem múltiplos mecanismos 

de ação propícios para o desenvolvimento de tratamentos altamente eficientes 

contra doenças metabólicas como essa, principalmente devido sua ação 

reguladora da glicose.191 

 Portanto, as principais propriedades medicinais da erva-mate são 

atribuídas ao seu alto conteúdo de compostos fenólicos.192–194 Cerca de 10% do 

peso do seu extrato seco são de derivados cafeoilquínicos, especialmente CQAs 

e di-CQAs.195 

 

2.1.7.3.2. Flavonoides 

 

Os flavonoides constituem um dos grupos mais importantes e 

amplamente distribuídos de polifenóis na natureza. Diversas funções são 

atribuídas aos flavonoides nas plantas e, dentre elas, podem-se citar: proteção 

dos vegetais contra a incidência de raios ultravioleta e visível, além de proteção 

contra o ataque de insetos, fungos, vírus e bactérias; atração de polinizadores; 

antioxidantes; controle hormonal da planta; agentes alelopáticos; e inibidores de 

enzimas. Neste contexto, devido sua abundância relativa em quase todo o reino 
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vegetal, os flavonóides podem ser utilizados como marcadores taxonômicos e, 

como extensão dessa aplicação, podem ser utilizados na determinação do 

parentesco de híbridos e em determinação de novos cultivares.102,196–198 

Os flavonóides são encontrados em diversas formas estruturais, podendo 

ser divididos em até 13 classes com mais de 5000 compostos diferentes. 

Entretanto, a maioria dos representantes dessa classe possui 15 átomos de 

carbono em seu núcleo fundamental, que apresenta uma estrutura química 

difenilpropano (C6-C3-C6), que consiste em dois anéis aromáticos (A e B) unidos 

por um anel heterocíclico oxigenado (C), conforme pode ser observado na 

Figura 18. Os átomos de carbono desta estrutura recebem a numeração com 

números ordinários para os núcleos A e C, e os mesmos números seguidos de 

uma linha (’) para o núcleo B.102 

 

 

Figura 18: Núcleo fundamental dos flavonoides e sua numeração.102 

 

O esqueleto básico dos flavonóides resulta de duas rotas biossintéticas 

separadas: a do ácido chiquímico, via fenilpropanoides, e a do acetato, via ácido 

malônico. Conforme pode ser observado na Figura 19, a primeira rota produz a 

fenilalanina, precursora do ácido cinâmico que, conforme já mencionado, forma 

o ácido p-cumárico que, por sua vez é, responsável por um dos anéis aromáticos 

(anel B) e a ponte de três carbonos. A segunda rota, a do acetato, resulta no 

outro anel aromático (anel A) do esqueleto básico dos flavonóides.102,139,199,200 
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Figura 19: Biossíntese do núcleo fundamental dos flavonoides.102 
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Os flavonoides apresentam grande diversidade estrutural que ocorrem em 

decorrência das pequenas modificações químicas na estrutura básica destes 

compostos, que podem ser por meio de hidroxilação, metilação, acilação, 

glicosilação, hidrogenação, malonilações e sulfatações. Em decorrência desta 

diversidade, os flavonoides são subdivididos em subclasses como, por exemplo, 

flavonas, flavononas, flavonóis, antocianidinas, isoflavonas, catequinas, entre 

outras (Figura 20).102,201–204 

 

 

Figura 20: Estruturas genéricas das principais classes de flavonoides.205 

 

 Os flavonoides, com exceção às catequinas, são encontrados nas 

plantas principalmente na sua forma glicosilada, ou seja, ligados a moléculas de 

açúcares, geralmente com a molécula de açúcar ligada ao grupo hidroxila na 

posição C3 ou C7, enquanto as moléculas desprovidas de açúcares são 

denominadas agliconas.102 

Na erva-mate, os principais flavonoides relatados na literatura são a 

rutina, a quercetina, e o campferol, cujas propriedades farmacológicas envolvem 

efeitos antioxidantes e anticarcinogênica, além da redução de apetite.206 
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Também, cabe destacar a presença dos flavonóides glicosilados isoquercitrina, 

campferol-3-O-glicosídeo e campferol-3-O-rutinosídeo, que também apresentam 

atividade anticarcinogênica e antimutagênica.207 

 

2.1.8. Metilxantinas 

 

Metilxantinas são constituintes químicos importantes, presentes em vários 

alimentos estimulantes, como café, chá-da-índia, guaraná, erva-mate e 

chocolate. Nas folhas de erva-mate, especificamente, a cafeína (1,3,7-

trimetilxantina) é a principal metilxantina (0,89 - 1,73%), seguida da teobromina 

- 3,7-dimetilxantina - (0,26 - 0,88%) e, em menor quantidade, um isômero da 

teobromina, a teofilina (1,3- dimetilxantina) (Figura 21),208 embora as condições 

e métodos de extração possuem uma forte influência no teor mensurado desses 

compostos.111 Esses constituintes presentes na erva-mate, são responsáveis 

principalmente pela atividade estimulante ao sistema nervoso central102 e pelo 

aumento da utilização de gordura como fonte energética.209 O teor de cafeína 

presente na erva-mate também pode ser o responsável pela redução do peso 

corporal e da gordura abdominal de ratos.209 

 

 

Figura 21: Metilxantinas da erva-mate: cafeína, teobromina e teofilina. 

 

Dentre as metilxantinas, a cafeína destaca-se por ser mais estudada, 

sendo a substância psicoativa mais consumida no mundo.210 Além da 

propriedade estimulante, a cafeína apresenta atividade antioxidante, anti-

inflamatória, neuroprotetiva,211 vasoconstritora periférica, relaxante muscular e 
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estimulante do miocárdio.212 A indústria de cosméticos utiliza a cafeína em 

produtos com ação anticelulite, por aumentar a microcirculação do sangue, e em 

produtos capilares, por estimular o crescimento de cabelo.210 

No que diz respeito a sua origem biogenética, uma vez que as 

metilxantinas não provém do metabolismo de aminoácidos, mas de bases 

púricas, apresentando caráter anfótero, as metilxantinas são geralmente 

consideradas como pseudoalcaloides. Em contrapartida, em decorrência de sua 

atividade biológica marcante, distribuição restrita e presença de nitrogênio 

heterocíclico, muitos autores classificam as metilxantinas como alcaloides 

purínicos.102 

 

2.1.9. Atividade Antioxidante da erva-mate 

 

Uma das principais e mais conhecidas atividade biológica da erva-mate é 

a atividade antioxidante.213 A oxidação da matéria orgânica ocorre, 

principalmente, mediante radicais livres, em um processo denominado 

autoxidação (Figura 22).214 Este processo ocorre de forma similar, tanto em 

produtos orgânicos (alimentos, cosméticos, produtos farmacêuticos), quanto em 

organismos vivos. Os produtos da autoxidação (radicais livres e moléculas) são 

chamados de espécies reativas de oxigênio (ROS, do inglês Reactive Oxygen 

Species).214,215 
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Figura 22: Reações do processo de autoxidação.214 

 

O processo de autoxidação é sempre iniciado por uma espécie radicalar 

X●, com habilidade para reagir com um substrato RH, normalmente por abstração 

de um átomo de hidrogênio, gerando o radical alquil R●.214,216 Na etapa seguinte, 

denominada de propagação, a espécie radicalar formada irá reagir com oxigênio, 

gerando o radical peroxil (ROO●) que, por sua vez, atacará outra molécula de 

substrato, dando origem ao hidroperóxido orgânico ROOH (substrato oxidado) e 

um novo radical alquil. Esta etapa de propagação é cíclica, e ocorre até o 

momento em que dois radicais reagem entre si, formando produtos estáveis, 

findando o processo, na etapa de terminação.214 

As ROS são produtos do metabolismo celular de plantas e animais, nos 

quais desempenham papéis fundamentais para a sobrevivência celular.215 

Entretanto, o desequilíbrio entre sua produção e eliminação gera o processo 

denominado estresse oxidativo. Neste contexto, o estresse oxidativo contínuo 

pode levar à inflamação crônica, e esta, por sua vez, a uma série de processos 

fisiopatológicos como o envelhecimento, o câncer, a diabetes, a aterosclerose, 

as doenças cardiovasculares, neurológicas e pulmonares, entre outros.214,215 

Diante disso, a maneira mais efetiva de proteger as moléculas da reatividade do 

oxigênio é mediante a utilização de antioxidantes,156 que consistem em 

substâncias endógenas ou exógenas que, mesmo em quantidades relativamente 
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pequenas, tem a habilidade de retardar ou inibir a autoxidação de moléculas 

oxidáveis, tais como lipídeos, proteínas e carboidratos.214  

Compostos antioxidantes podem ser classificados como diretos ou 

indiretos. Dessa forma, antioxidantes diretos consistem em espécies capazes de 

interromper ou prejudicar o processo de autoxidação.214 Estes podem atuar 

preventivamente, interferindo na etapa de iniciação da reação, ou ainda, 

interrompendo a reação, competindo com os reagentes do estágio de 

propagação, porém de forma mais rápida que o substrato oxidável. Entretanto, 

vale notar que os produtos reacionais dos antioxidantes não propagam a cadeia 

da autoxidação.156,214 Em contrapartida, os indiretos atuam induzindo a 

expressão de antioxidantes endógenos, por exemplo, a expressão de enzimas 

antioxidantes.214  

Neste contexto, apesar dos componentes celulares do corpo humano 

apresentar mecanismos endógenos para combater o estresse oxidativo, esse 

sistema de defesa antioxidante nem sempre é suficiente para neutralizar os 

agentes oxidantes.217 Dessa forma, a utilização de antioxidantes exógenos 

derivados da dieta, como os compostos fenólicos presentes na erva-mate, 

consiste em uma importante estratégia na proteção contra doenças crônicas,218 

sendo os antioxidantes naturais diretos mais importantes e efetivos.214 Devido a 

sua estrutura química, cada molécula desta classe tem a capacidade de 

sequestrar duas moléculas radicalares peroxil, atuando como antioxidantes 

diretos.128,214 

Vários autores pesquisaram a atividade antioxidante e quimioprotetora de 

extratos a base de erva-mate, relacionada à presença de derivados cafeicos e 

outros polifenóis.  Estes estudos demonstram que o consumo agudo de infusão 

de erva-mate inibe a propagação da oxidação de lipoproteínas de alta densidade 

(HDL, do inglês High Density Lipoproteins), induzida pelos radicais peroxil, 

mediante a inibição da peroxidação de lipídios219,220, bem como a oxidação do 

DNA.1 A atividade antioxidante promovida pelo consumo agudo da infusão de 

erva-mate demonstra um aumento na capacidade antioxidante e na resistência 

à peroxidação lipídica em indivíduos saudáveis.221 O consumo de erva-mate 

atenua o estresse oxidativo em indivíduos diabéticos e pré-diabéticos, 
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contribuindo, assim, para a prevenção das complicações relacionadas à 

enfermidade.222 

 

2.2. EXTRAÇÃO DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

2.2.1. Extração Assistida por Ultrassom 

 

O ultrassom consiste em uma das tecnologias ditas emergentes, 

desenvolvidas a fim de minimizar o processamento, maximizar a qualidade e 

garantir a segurança na indústria alimentícia.22 Esta técnica mostra-se eficiente 

em processos de extração, emulsificação, homogeneização, desidratação, 

pasteurização, desgaseificação, ativação e inativação de enzimas, entre 

outros.19 A indústria alimentícia vem aplicando processos assistidos por 

ultrassom desde os anos cinquenta, utilizando a tecnologia, atualmente, para a 

extração de alimentos, aditivos farmacêuticos e produção de bebidas.20,22  

Neste contexto, a extração assistida por ultrassom (UAE, do inglês 

Ultrasound-Assisted Extraction) consiste em uma técnica verde e viável 

economicamente, que reduz drasticamente os tempos de extração, além de 

elevar o rendimento e a qualidade dos produtos, quando comparada às técnicas 

clássicas de extração sólido-líquido.20 Portanto, devido suas diversas vantagens, 

a técnica tem sido aplicada à extração de compostos bioativos de plantas, tais 

como os compostos fenólicos e as metilxantinas, substituindo métodos 

convencionais que, muitas vezes, levam horas ou dias para completar o 

procedimento extrativo.19–21 

A técnica de UAE consiste no emprego da energia de ondas acústicas, 

transmitidas a uma frequência acima de 20 kHz que, a partir da propagação 

destas no líquido extrator, criam variações de pressão, mediante um ciclo de 

compressão e expansão, provocando o fenômeno de formação espontânea de 

bolhas em um líquido abaixo do seu ponto de ebulição, denominado cavitação 

acústica (Figura 23). Durante a cavitação, ocorre a gênese, expansão e 

implosão de microbolhas de vapor e gases no líquido. Esta implosão gera rápida 

compressão adiabática dos gases e vapores dentro das bolhas e, como 

consequência, ocorre a elevação da temperatura e pressões do meio. Em 
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extrações de matrizes vegetais, esse fenômeno gera a ruptura das paredes 

celulares das plantas, facilitando o acesso ao conteúdo celular, o aumento da 

solubilidade do analito, a penetração do solvente extrator na matriz da amostra 

e a maior superfície de contato entre a fase sólida e líquida, promovendo uma 

maior transferência de calor e massa, obtendo uma melhor extração. Neste 

contexto, a eficiência da UAE é influenciada por fatores como: temperatura, 

natureza do solvente e tempo de extração.23–25 

 

 

Figura 23: Princípio da cavitação ultrassônica. 

 

2.2.2. Extração por Hidrodestilação 

 

O princípio da técnica de hidrodestilação baseia-se na Lei de Dalton, que 

estabelece que a pressão de vapor total de um sistema composto por dois 

líquidos imiscíveis é igual à soma das suas pressões de vapor parciais. Dessa 

forma, como os líquidos são imiscíveis, cada qual exerce a mesma pressão de 

vapor que exerceria sozinho, quaisquer que sejam as suas quantidades relativas. 

Logo, sob pressão constante, o sistema é mais volátil do que qualquer um de 

seus componentes e sua temperatura de ebulição é inferior à temperatura de 

ebulição dos componentes puros.223 
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Em um sistema constituído por água e óleo essencial, o ponto de ebulição 

da mistura sob pressão atmosférica será um pouco menor do que 100 ºC. Neste 

contexto, quando uma mistura de material vegetal e água entra em ebulição, os 

vapores liberados são posteriormente condensados, e os produtos obtidos são 

o óleo volátil e a fração aquosa, imiscíveis e separados pela sua diferença de 

massa específica.102 Portanto, a hidrodestilação consiste em uma técnica 

simples e de baixo custo, que utiliza somente água como solvente. Em escala 

laboratorial, o equipamento de Clevenger (Figura 24) é um dos mais utilizados 

para extrações de óleos voláteis.224–233 

 

 

Figura 24: Esquema representativo de um aparato de Clevenger. 

 

2.3. ANÁLISE DE METABÓLITOS SECUNDÁRIOS 

 

Existem vários métodos analíticos utilizados para o estudo dos 

metabólitos secundários de produtos naturais. Entre as técnicas principais, 

destacam-se a espectrofotometria, a espectrometria de massas e a 

cromatografia. 
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2.3.1. Métodos Espectrofotométricos 

 

A interação da radiação eletromagnética com o analito constitui o princípio 

de todas as técnicas espectrofotométricas, que por sua vez possuem, intensa e 

diversa utilização, tanto na análise química qualitativa, quanto quantitativa. 

 

2.3.1.1. Espectrofotometria de absorção no Ultravioleta e Visível 

 

A espectrofotometria de absorção no Ultravioleta e Visível (UV-Vis) 

consiste em um método de análise qualitativo e quantitativo simples, rápido e de 

baixo custo, com grande número de aplicações e que apresenta bons resultados. 

Esta técnica baseia-se na propriedade de alguns compostos absorverem 

determinada quantidade de radiação eletromagnética, cuja faixa espectral 

corresponda a, aproximadamente, o intervalo de 180 a 800 nm.234 Neste 

contexto, a espectrofotometria fundamenta-se na lei de Lambert-Beer, que 

estabelece uma relação de proporcionalidade da absorbância à concentração do 

analito e à distância da luz quando ela atravessa a amostra durante a análise, 

que pode ser descrita pela equação:  

 

 𝐴 = 𝜀 × 𝑏 × 𝑐  (1) 

 

onde: 𝐴 corresponde à absorbância; 𝜀 ao coeficiente molar de absorbância, em 

mol-1.L.cm-1; 𝑏 à distância percorrida pelo feixe através da cubeta contendo a 

amostra; e 𝑐 à concentração do analito absorvente.  

 

2.3.1.1.1. Determinação do Conteúdo de Flavonoides Totais (TFC) 

 

A determinação do Conteúdo de Flavonoides Totais (TFC, do inglês Total 

Flavonoid Content)235 é um método considerado de alta especificidade. Este 

método espectrofotométrico baseia-se na complexação do cátion alumínio (Al+3) 

com as moléculas de flavonóides presentes na amostra, formando um complexo 

estável flavonoide-Al+3 (Figura 25) de coloração amarela, provocando um 
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deslocamento batocrômico no comprimento de onda de absorção máxima dos 

flavonoides, bem como uma intensificação da absorção, o que permite sua 

identificação sem interferência dos outros compostos fenólicos presentes na 

amostra. 

 

 

Figura 25: Reação de complexação de flavonoide com Al+3. 

 

2.3.1.1.2. Determinação do Conteúdo Fenólico Total (TPC) 

 

A determinação Conteúdo Fenólico Total (TPC, do inglês Total Phenolic 

Content) pode ser realizada mediante uma variedade de métodos. Entretanto, o 

ensaio espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu é o mais extensivamente utilizado 

para mensurar os fenólicos totais em produtos naturais, tendo como mecanismo 

básico uma reação de oxirredução. Neste contexto, o reagente de Folin-

Ciocalteu consiste em mistura dos ácidos fosfotúngstico (H3PW12O40) e 

fosfomolíbdico (H3PMo12O40), na qual o molibdênio se encontra no estado de 

oxidação (VI), apresentando cor amarela. Porém, em meio alcalino e na 

presença de certos agentes redutores, como compostos fenólicos, a mistura dos 

ácidos que constituem o reagente se reduz ao oxidar os compostos fenólicos, 

formando os óxidos tungstênio (W8O23) e de molibdênio (Mo8O23), de cor azul, 

que possuem absorção máxima no comprimento de onda de 760 nm. Dessa 

forma, a concentração de compostos fenólicos pode ser determinada pela 

concentração dos óxidos formados, mediante uma curva de calibração, usando 

ácido gálico como padrão.236–238 
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Entretanto, esse método apresenta limitações, pois o reagente Folin-

Ciocalteu pode reagir, também, com outros compostos redutores presentes na 

matriz, gerando, assim, resultados superestimados. Portanto, o método Folin-

Ciocalteu é mais adequado para ser utilizado como um indicativo da capacidade 

redutora da amostra analisada do que propriamente do teor de compostos 

fenólicos, que deve ser determinado por métodos mais elaborados, como a 

cromatografia líquida.239 

 

2.2.1.1.3. Método do DPPH para Determinação do Potencial Antioxidante 

 

Os efeitos antioxidantes de uma substância são medidos indiretamente, 

pelos seus efeitos em um sistema, substrato ou sistema biológico onde tais 

efeitos possam ser monitorados. Existem diversos métodos para avaliar a 

atividade antioxidante in vitro de extratos de plantas, entretanto o método do 

sequestro do radical estável DPPH● (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) destaca-se pela 

sua simplicidade, sendo o mais utilizado em avaliações preliminares acerca da 

atividade antioxidante, tanto de compostos isolados quanto de extratos 

vegetais.240,241 

O radical DPPH● possui coloração violácea e absorção máxima no  de 

517 nm, contudo, na presença de um antioxidante doador de hidrogênio (X-H), 

o radical se reduz a DPPH-H (Figura 26), com decorrente mudança da coloração 

para amarelo.242 A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade 

antioxidante), ou seja, a quantidade relativa de DPPH consumido, pode ser 

calculada mediante comparação da descoloração violácea com um controle, 

utilizando espectrofotometria. Quanto maior o consumo de DPPH pela amostra, 

maior será a sua atividade antioxidante.243 
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Figura 26: Reação entre o DPPH● e um composto antioxidante. 

 

2.3.1.2. Espectrometria de Fluorescência Molecular 

 

A fluorescência consiste na emissão de luz (luminescência) em 

decorrência da absorção de radiação ultravioleta ou luz visível de uma molécula 

ou subestrutura fluorescente, denominada fluoróforo. Logo, o fluoróforo absorve 

energia na forma de luz, em um comprimento de onda específico, e libera energia 

mediante emissão de luz em um comprimento de onda específico mais alto (ou 

seja, com energia mais baixa). Esse fenômeno pode ser visualizado no diagrama 

da Figura 27.244 

 

 

Figura 27: Diagrama representativo do princípio da espectroscopia de 
fluorescência.244 

 

Durante a excitação (1), processo no qual a luz é absorvida pela molécula, 

esta passa a ocupar um estado eletronicamente excitado, ou seja, um elétron 

passa do estado fundamental, S0, para um estado excitado, S1’. Na sequência, 

ocorre um relaxamento vibracional (2), no qual a molécula sofre uma transição 
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de um estado eletronicamente excitado superior para um inferior, S1, sem emitir 

radiação. Finalmente, ocorre a emissão (3), quando o elétron retorna ao seu 

estado fundamental mais estável, S0, emitindo luz em um comprimento de onda 

de acordo com a diferença de energia entre os dois estados eletrônicos.244  

Entretanto, cada estado eletrônico de uma molécula possui vários estados 

vibracionais associados. No estado fundamental, quase todas as moléculas 

ocupam o nível vibracional mais baixo. Pela excitação é possível promover a 

molécula para um dos vários níveis vibracionais associados ao nível 

eletronicamente excitado. Isso implica que a emissão não ocorre apenas em um 

único comprimento de onda, mas sim em uma distribuição de comprimentos de 

onda correspondentes a várias transições vibracionais como componentes de 

uma única transição eletrônica.244  

Embora muitas moléculas sejam capazes de absorver raios ultravioleta e 

luz, apenas algumas moléculas, chamadas de fluoróforos, retornam ao estado 

fundamental estável mediante emissão de luz. A fluorescência é mais 

frequentemente observada em moléculas orgânicas altamente conjugadas e 

aromáticas, com esqueletos moleculares rígidos. Quanto menor liberdade 

vibracional e rotacional, maior é a possibilidade de que a diferença de energia 

entre o estado excitado e o estado eletrônico fundamental seja suficientemente 

grande para que ocorra luminescência.244 

 A configuração básica de um espectrofluorômetro está representado na 

Figura 28. Esse instrumento consiste basicamente em: uma fonte de luz; um 

monocromador para selecionar os comprimentos de onda de excitação; um 

compartimento de amostra; um monocromador para selecionar os comprimentos 

de onda de emissão; um detector que converte a luz emitida em sinal elétrico; e 

uma unidade para aquisição e análise de dados.244  
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Figura 28: Diagrama representativo de um espectrofluorômetro.245 

 

Normalmente, são registrados apenas espectros de emissão ou excitação 

em um único comprimento de onda, contudo, pode ser mais informativo obter 

toda a superfície de fluorescência para encontrar os máximos exatos de 

excitação e emissão, bem como a correta estrutura dos picos. Além disso, facilita 

a análise mais apropriada de dados de fluorescência de amostras complexas 

com mais fluoróforos presentes.244 

Ao medir a fluorescência, a dispersão da luz incidente pode afetar o sinal 

de fluorescência obtido. A luz espalhada pode ser classificada em espalhamento 

Rayleigh e espalhamento Raman (Figura 29), de acordo com sua natureza.244 
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Figura 29: Espectro de fluorescência de uma amostra de água, onde os 
espalhamentos de luz estão indicados.246 

 

O espalhamento Rayleigh consiste na dispersão da luz por partículas e 

moléculas menores que o comprimento de onda da luz incidente. Trata-se de um 

espalhamento elástico, ou seja, não ocorre nenhuma perda de energia, de modo 

que o comprimento de onda da luz espalhada é a mesma que da luz incidente. 

Logo, o espalhamento Rayleigh pode ser observado como uma linha diagonal 

em superfícies de fluorescência. Devido à construção de monocromadores de 

grade usados para excitação na maioria dos espectrofluorômetros, alguma luz 

no comprimento de onda duplo ao escolhido para a excitação passará para a 

amostra. Por esta razão, uma banda extra de espalhamento Rayleigh, chamada 

Rayleigh de 2ª ordem, normalmente aparecerá em medição de fluorescência 

para comprimentos de onda de emissão em duas vezes o dado comprimento de 

onda de excitação.244 

O espalhamento Raman é um espalhamento inelástico, devido à absorção 

e reemissão de luz acoplada a estados vibracionais. Uma perda de energia 
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constante ocorrerá para o espalhamento Raman, o que significa que a luz 

espalhada terá um comprimento de onda maior que a luz de excitação, com uma 

diferença constante nos números de onda.244  

Em diversas abordagens analíticas, tanto o espalhamento Rayleigh 

quanto o Raman não são desejáveis, uma vez que apenas a intensidade de 

fluorescência é de interesse. Enquanto o espalhamento Raman pode, na maioria 

dos casos, ser negligenciado devido à sua escassa contribuição, o espalhamento 

Rayleigh pode ser desconsiderado avaliando apenas o sinal de fluorescência 

entre o espalhamento de 1ª e 2ª ordem.244 

 

2.3.2. Métodos Cromatográficos 

 

As técnicas cromatográficas estão entre as principais técnicas de 

separação em química analítica, especialmente no que tange a análise de 

substâncias presentes em matrizes complexas, sendo que a escolha da técnica 

se baseia nas características físico-químicas dos analitos. 247 

 

2.3.2.1. Cromatografia Líquida 

 

A cromatografia líquida (LC, do inglês Liquid Chromatography) vem sendo 

aplicada com sucesso na separação de constituintes de misturas complexas, 

como amostras ambientais, biológicas, farmacêuticas e de alimentos, obtendo-

se elevado grau de resolução, e permitindo a análise de compostos pouco 

voláteis e sensíveis à temperatura.248,249  

O mecanismo da LC moderna pode ser resumido em uma fase móvel 

líquida (FM), também chamada de eluente, na qual é injetada a amostra, que é 

bombeada a um determinado fluxo por partículas empacotadas em uma coluna, 

nas quais estão ligadas uma fase estacionária (FE) polar ou apolar. Os 

componentes químicos da amostra são retidos diferencialmente pelas partículas 

sorventes da FE e movem-se lentamente com o fluxo da FM. Logo, os 

componentes eluem da coluna seletivamente, com diferentes tempos de 

retenção, podendo ser detectados, e analisados qualitativa e, quando possível, 
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quantitativamente.250,251 No que diz respeito ao mecanismo de separação nas 

colunas cromatográficas, o método mais utilizado atualmente é o de 

cromatografia em fase reversa, que utiliza colunas apolares, enquanto a FM 

utilizada consiste em uma mistura de solventes polares.247 

A cromatografia líquida de ultra alta pressão (UHPLC, do inglês Ultra-high 

Pressure Liquid Chromatography), por sua vez, utiliza colunas cromatográficas 

com dimensões menores que as convencionais contendo fases estacionárias 

com tamanho de partículas inferiores a 3 µm. Mediante a operação em elevadas 

pressões, essa técnica apresenta menores tempo de análise, além de melhores  

resolução e detectabilidade, economia de fase móvel, redução no volume de 

amostra e, consequentemente, menor geração de resíduos, quando comparado 

à técnica convencional. 

Quanto à detecção em LC, assim como na GC, ela é realizada após a 

eluição pela coluna cromatográfica, monitorando o efluente desta. Os principais 

detectores utilizados em LC são baseados na absorção de energia ultravioleta e 

luz visível, como os detectores DAD (detector de arranjo de diodos, do inglês 

Diode Array Detector), capazes de detectar e quantificar compostos que 

possuem grupos cromóforos, ou seja, que absorvem a regiões específicas do 

espectro UV-Vis.250,251 Entretanto, a cromatografia líquida acoplada a 

espectrometria de massa (LC/MS) é a técnica analítica mais recomendada para 

a identificação de metabólitos secundários em plantas, devido à quantidade de 

informações estruturais fornecida.  

Os analisadores de massa consistem em sistemas capazes de separar e 

calcular a relação m/z dos íons formados a partir dos analitos presentes na 

amostra. O analisador do tipo triplo-quadrupolo (QqQ) é uma abordagem 

comumente utilizada, porém possui capacidade limitada na identificação de 

compostos desconhecidos pois apresenta resolução de massa unitária. Em 

contrapartida, a espectrometria de massas de alta resolução (HRMS, do inglês 

high-resolution mass spectrometry) consiste em uma técnica poderosa para a 

identificação de compostos desconhecidos. Combinado à LC, possibilita o 

registro de cromatogramas no modo de varredura completa (full-scan), com 

elevada exatidão mássica, possibilitando a identificação dos compostos 
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mediante sua massa exata. Nessa classe encontram-se os analisadores 

quadrupolo – tempo de voo (QTOF). 

 

2.3.2.1.1. Cromatografia líquida de ultra alta pressão acoplada à 

espectrometria de massas por quadrupolo - tempo de voo (UHPLC-QTOF-

MS) 

 

No contexto da identificação de metabólitos secundários em plantas, a 

cromatografia líquida de ultra alta pressão acoplada à espectrometria de massas 

por tempo de voo (UHPLC-QTOF-MS) apresenta um elevado potencial na 

análise qualitativa e confirmatória de tais analitos. A elevada exatidão de massa, 

juntamente à aquisição de um conjunto de dados completo em relação aos 

componentes da amostra, facilita a realização de análises tanto do tipo 

untargeted. Além disso, o modo de operação bbCID (broad band collision 

induced dissociation) possibilita obter dados de fragmentação dos compostos, 

que podem ser utilizados na identificação de espécies químicas desconhecidas 

presentes na amostra. Neste contexto, a análise de compostos no modo bbCID 

gera fragmentos de íons continuamente, usando dissociação por colisão 

induzida. Durante o processo completo de aquisição, o QTOF alterna 

rapidamente entre ciclos de baixa energia de colisão (TOF-MS) e elevada 

energia de colisão (bbCID), possibilitando a obtenção do íon precursor e seus 

fragmentos de massa exata em uma única análise, sem comprometimento de 

sensibilidade ou resolução. 

 

2.3.2.2. Cromatografia gasosa bidimensional abrangente (GC×GC) 

 

A cromatografia gasosa bidimensional abrangente, introduzida por Liu e 

Phillips no início da década de noventa, consiste em uma técnica analítica de 

grande capacidade de separação.252 Esta ferramenta caracteriza-se pela 

utilização sequencial de duas colunas cromatográficas conectadas em série, 

uma de tamanho convencional e outra mais curta, similar às utilizadas em fast-

GC. A Figura 30 apresenta um diagrama representativo de um sistema de 

GC×GC. Geralmente, utiliza-se uma coluna contendo uma fase estacionária 

apolar na primeira dimensão (1D) e polar (ou de polaridade intermediária) na 
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segunda dimensão (2D), de forma que os mecanismos de separação promovidos 

por elas sejam estatisticamente distintos. Dessa forma, a separação obtida na 

1D refletirá as diferenças de volatilidade dos analitos e a 2D, a diferença de 

polaridade (interações π-π, ligações de hidrogênio ou efeitos estéricos), 

permitindo um grande avanço na elucidação da composição de misturas 

complexas.253–256 Neste contexto, o termo “abrangente” é utilizado para designar 

que todos os constituintes da amostra devem ser submetidos a dois mecanismos 

de separação, sendo que, a separação obtida na 1D e o perfil de eluição de 

ambas dimensões devem ser preservados.253,257,258 

 

 

Figura 30: Representação esquemática do sistema de cromatografia gasosa 
bidimensional abrangente.259 

 

Existe uma relação direta entre a ortogonalidade de um sistema de 

GC×GC e o aumento na capacidade de pico, que representa o número máximo 

de compostos que podem ser colocados lado a lado em um espaço de separação 

com uma dada resolução e em um determinado intervalo de tempo, frente à 

cromatografia monodimensional (1D-GC, do inglês One Dimensional Gas 

Chromatography). A separação nas duas colunas, mediante diferentes 

mecanismos de interação entre o analito e a fase estacionária, faz com que a 

capacidade de pico teórica na GC×GC seja igual ao produto das capacidades de 

pico das duas dimensões.260,261 
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Entre as duas colunas cromatográficas fica posicionado o modulador, que 

possui a função de coletar continuamente frações do eluato da 1D, focalizá-las e 

injetá-las rapidamente na 2D, na forma de um pulso cromatográfico, a uma 

frequência que permita a preservação da resolução cromatográfica obtida na 1D. 

O tempo dedicado a cada ciclo de operações realizado pelo modulador é 

denominado “período de modulação”, e é configurado a fim de corresponder ao 

tempo de separação de cada fração injetada na segunda dimensão (de 3 a 10 

s), ou seja, a separação de uma fração na 2D deve ter finalizado antes da injeção 

da subsequente fração da 1D, de forma a não ocorrer interferências mútuas entre 

as frações.253,262,263 Cabe destacar que a modulação produz um aumento da 

relação sinal/ruído (S/N), uma vez que a as frações oriundas da primeira coluna 

serão concentradas mediante sua focalização no modulador, causando um 

decréscimo nos limites de detecção, elevando a detectabilidade da GC×GC 

frente à 1D-GC.253,261,262,264  

A Figura 31 sumariza como ocorre o processo de aquisição de dados 

durante uma análise por GC×GC e apresenta algumas das formas de 

visualização dos resultados obtidos. Toma-se como exemplo uma banda 

cromatográfica hipotética (a), de grande largura de base, composta por três 

analitos que não foram resolvidos na primeira coluna, que sofre a ação do 

modulador, sendo fracionada e injetada na segunda coluna na forma de pulsos 

cromatográficos estreitos e periódicos. Em cada fração da banda injetada na 

segunda coluna, os analitos co-eluídos na 1D passarão por um novo mecanismo 

de separação, sendo finalmente resolvidos. Os picos cromatográficos 

resultantes desse processo possuem agora uma largura de base muito inferior à 

original, graças à focalização realizada na modulação, gerando sinais 

cromatográficos muito mais intensos e, portanto, conferindo maior 

detectabilidade à técnica. O registro digitalizado dos sinais do detector será uma 

sequência contínua dos cromatogramas da 2D obtidos para cada fração, 

resultando no chamado cromatograma bruto da 2D (b). O cromatograma bruto é 

secionado, pela ação de um software, em intervalos correspondentes ao período 

de modulação (c), separando, dessa forma, os diversos cromatogramas da 2D. 

Cada seção é alinhada paralelamente com a subsequente (d), espaçadas pelo 

valor correspondente ao período de modulação. Novamente pela ação do 
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software, os picos cromatográficos serão reconstruídos, sendo gerado um 

diagrama do sinal do detector versus tempo de retenção na primeira dimensão 

(1tR) versus tempo de retenção na segunda dimensão (2tR), que pode ser 

visualizado na forma de diagramas de cores (e), de contorno (f) ou de 

tridimensional.265,266 

 

 

Figura 31: Representação esquemática do registro dos dados obtidos por 
GC×GC. Adaptado de Dallüge et al., 2003.266 

 

A ação do modulador, aliada à rapidez na separação na segunda 

dimensão, produzem bandas cromatográficas de largura de base muito 

pequena, na ordem de milissegundos (geralmente 50-300 ms), podendo ser de 

5 a 1000 vezes mais estreitas que as obtidas na 1D-GC. Logo, a GC×GC 

demanda a utilização de detectores com elevada taxa de aquisição (ou 

frequência de aquisição) de dados, a fim de obter-se um número suficiente de 

registros ao longo do pico para representá-lo adequadamente.265,266  

O detector de ionização em chama possui uma posição especial como 

detector em GC×GC, pois possui uma elevada frequência de aquisição, que 

varia de 50 a 200 Hz (ou scans/s), além de apresentar uma boa resposta para 

quase todos os compostos orgânicos e boa performance em análises 
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quantitativas, tendo sido o primeiro detector a ser utilizado em GC×GC, 

dominando o cenário dos detectores para esta técnica durante toda a década de 

1990.252,267 

Entretanto, com a popularização da GC×GC, o seu acoplamento com a 

espectrometria de massas, a fim de possibilitar a obtenção de informações 

estruturais para a identificação dos muitos compostos resolvidos pela técnica 

cromatográfica, tornou-se indispensável. Neste contexto, o acoplamento da 

técnica com a espectrometria de massas com analisadores por tempo de voo, a 

GC×GC/TOFMS, possui uma frequência de aquisição de dados elevada, 

variando de 50 a 500 Hz, tornando este analisador o preferido para o 

acoplamento.258,264,265,267–269 

 

2.4. QUIMIOMETRIA 

 

A quimiometria consiste na obtenção de informações sobre o estado de 

um sistema ou processo químico mediante a aplicação de métodos matemáticos 

e estatísticos. Com o avanço da instrumentação e automação analítica, uma 

grande quantidade de dados passou a ser gerada rapidamente, que nem sempre 

podem ser facilmente tratados pelas estratégias de análise univariada 

convencionais que, por sua vez, podem fornecer informações incompletas. Neste 

contexto, a quimiometria tornou-se uma ferramenta indispensável para 

mineração e análise de dados químicos, aproveitando-se da capacidade de 

processamento dos computadores atuais.270 

O escopo de trabalho da quimiometria pode ser dividido, basicamente, em 

três ramos: o planejamento de experimentos, que visa modelar as variáveis de 

um dado sistema em estudo a fim de maximizar ou minimizar uma dada resposta; 

o reconhecimento de padrões, que consiste no uso de medidas químicas para 

encontrar similaridades e dissimilaridades entre um conjunto de amostras e/ou 

alocar em grupos pré-determinados amostras desconhecidas; e a calibração, 

que correlaciona um ou múltiplos sinais analíticos a uma dada propriedade.270 
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2.4.1. Delineamento de Experimentos 

 

O Delineamento de Experimentos (DOE, do inglês Design of Experiments) 

consiste em uma técnica utilizada para se planejar experimentos, estabelecendo 

um plano formal para a condução do procedimento experimental. Neste contexto, 

os experimentos são conduzidos de forma planejada, onde os fatores (variáveis 

independentes) são alterados de modo a avaliar seu impacto sobre a resposta 

(variável dependente).271 

Haaland (1989)272 apresenta três metodologias para a condução de um 

procedimento experimental: análise univariada, matriz com todas as 

combinações e Delineamento Composto Central (CCD, do inglês Central 

Composite Design). A Figura 32 representa a aplicação destas três estratégias 

na condução de um experimento com 3 variáveis independentes. 

 

 

Figura 32: (a) Análise univariada; (b) matriz com todas as combinações; e (c) 
delineamento composto central. 

 

A análise univariada (Figura 32a), conhecida como one-at-a-time, é o 

procedimento experimental mais difundido, no qual enquanto avalia-se uma das 

variáveis, as demais são fixadas. Embora esse método possa ser utilizado, trata-

se de uma abordagem bastante ineficiente, uma vez que não possibilita a 

detecção dos efeitos de interações entre as variáveis, além de restringir os 

resultados à uma região muito limitada do espaço experimental. Em 

contrapartida, o estudo da matriz com a combinação de todos os fatores (Figura 

32b) explora o espaço experimental de forma abrangente, porém tem a grande 

desvantagem de necessitar um número elevado de medidas. Além disso, por 
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não possuir ensaios repetidos, não possibilita estimar o erro puro inerente às 

manipulações e medidas experimentais. Por fim, a condução do procedimento 

experimental mediante um delineamento composto central (Figura 32c) permite 

explorar o espaço experimental de modo abrangente, utilizando um número 

reduzido de medidas, quando comparado ao método anterior. Esse 

delineamento permite estimar o erro puro, mediante repetição de, ao menos, 3 

vezes o ensaio na condição experimental central. Outra vantagem desse 

delineamento é a possibilidade de elaborar um modelo matemático empírico que, 

quando validado estatisticamente, pode ser traduzido em uma superfície de 

resposta.271,272 

 

2.4.1.1. Delineamento Composto Central 

 

O CCD consiste em um dos delineamentos experimentais mais 

apropriados para ajustar modelos polinomiais completos a dados experimentais 

que apresentam curvatura. O CCD foi introduzido por Box e Wilson, em 1951,273 

como uma alternativa aos planejamentos fatoriais de três níveis, que 

demandavam muitos experimentos para um pequeno número de fatores, mesmo 

quando se empregavam planejamentos fracionários. Para sua construção, deve-

se definir o número de fatores a serem otimizados (k), sendo formado por três 

partes: (1) a fatorial, no qual as variáveis independentes são estudas em 2 níveis 

(2k), baixo (𝑥𝑖 = −1) e alto (𝑥𝑖 = +1), para todos 𝑖 = 1,… , 𝑘; (2) 2k pontos axiais 

(ou estrela), com todas as coordenadas nulas, exceto uma, que é igual à um 

valor 𝛼 (onde, 𝛼 = √2𝑘4
, para planejamentos rotáveis), ou –𝛼; (3) o ponto central 

(𝑥1 = ⋯ = 𝑥𝑘 = 0), que deverá ser replicado ao menos 3 vezes para fins de 

estimativa de erro puro. A forma dos CCD para quando k=2 e k=3 podem ser 

visualizadas nas Figuras 33a e 33b, respectivamente.274  
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Figura 33: (a) CCD para dois fatores (k=2 e 𝛼 = √2); (b) CCD para três fatores 

(k=3 e 𝛼 = √8
4

). 
 

2.4.1.2. Metodologia de Superfície de Resposta 

 

A Metodologia de Superfície de Resposta (RSM, do inglês Response 

Surface Methodology) trata-se de uma técnica de otimização baseada em 

planejamentos fatoriais que foi introduzida por Box na década de 1950.274 Esse 

método baseia-se na construção de modelos matemáticos empíricos, 

geralmente empregando funções polinomiais lineares ou quadráticas para 

descrever o sistema estudado,275 oferecendo condições de explorar o sistema 

até a sua otimização. De maneira geral, a RSM tem por objetivo relacionar e 

identificar a relação existente entre fatores controláveis (variáveis 

independentes) e as respostas (variáveis dependentes) do sistema analisado. A 

superfície de resposta consiste em um gráfico que descreve o comportamento 

da resposta em função de fatores, tomados dois a dois, permitindo analisar os 

fatores que afetam o sistema.271,272,274 A função matemática que descreve a 

superfície de resposta é dada pela Equação 2 onde 𝑥1, 𝑥2, … , 𝑥𝑘 representam os 

fatores experimentais, 𝑦 é a variável dependente (resposta), 𝑘 é o número de 

variáveis independentes estudas e ε é o erro aleatório associado à determinação 

experimental: 

 

 𝑦 = 𝑓(𝑥1, 𝑥2, … , 𝑥𝑘) + 𝜀  (2) 

 

Para determinar a superfície de resposta é necessário determinar a 

relação matemática entre a variável dependente e as variáveis independentes. 

Neste contexto, modelos quadráticos, representados pelo polinômio de segunda 
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ordem (3), costumam ser eficientes para descrever respostas quando há 

curvatura na superfície experimental: 

 

 𝑦 = 𝛽0 + ∑𝛽𝑖𝑥𝑖

𝑘

𝑖=1

+ ∑𝛽𝑖𝑖𝑥𝑖
2

𝑘

𝑖=1

+ ∑∑𝛽𝑖𝑗𝑥𝑖𝑥𝑗

𝑗𝑖

+ 𝜀  (3) 

 

Como supracitado, a determinação experimental possui sempre um erro 

aleatório intrínseco. Dessa forma, o modelo a ser traçado será aquele no qual a 

soma dos quadrados dos resíduos, ou seja, as diferenças entre os valores 

observados e as suas estimativas de acordo com o modelo (∑𝑒𝑖
2, onde 𝑒𝑖 = 𝑦𝑖 −

𝑦̂𝑖,  sendo 𝑒𝑖 o resíduo do modelo, 𝑦𝑖 é o valor de uma medida experimental 𝑖 e 

𝑦̂𝑖 refere-se ao valor previsto pelo modelo) é mínima, razão pela qual esse 

método é chamado ajuste por mínimos quadrados, também conhecido como 

análise de regressão.274 

 

2.4.1.3. Ajuste por Mínimos Quadrados 

 

Usando matrizes, podemos descrever um modelo como: 

 

 𝒚 = 𝐗𝛃 + 𝜺 (4) 

 

onde: 

 

𝐲 = [

𝑦1

𝑦2

⋮
𝑦𝑛

], 𝛃 = [

β0

β1

⋮
β𝑘

],      𝜺 = [

𝜀0

𝜀1

⋮
𝜀𝑛

] 

 

e  𝐗 representa a matriz das variáveis independentes. Como os valores de 𝒚 já 

são conhecidos de antemão, os resíduos irão depender apenas dos valores 

estipulados para os coeficientes. Logo, o método de ajuste por mínimos 

quadrados tem por objetivo estimar os coeficientes, β, de maneira que a soma 
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do quadrados dos erros, ∑ 𝜀𝑖
2𝑛

𝑗=1 , seja minimizada (daí o nome “mínimos 

quadrados”).274 

 No método dos mínimos quadrados assume-se que os erros apresentam 

um perfil de distribuição aleatória e variância desconhecida comum e que esses 

erros são independentes uns dos outros. Desta forma, a variância estimada para 

cada componente do vetor 𝐛 é comumente obtida por repetições autênticas do 

ponto central de acordo com a Equação 5:274 

 

 𝐕̂(𝐛) = (𝐗𝐭𝐗)−𝟏𝒔𝟐 (5) 

 

 Portanto, a extração da raiz quadrada para cada componente de 𝐕̂ permite 

a obtenção dos erros padrão para os coeficientes 𝐛 que compõem a equação da 

superfície de resposta, permitindo a avaliação de sua significância. Existem 

diversos métodos descritos na literatura para se verificar a significância dos 

coeficientes, entre os mais usados destaca-se a análise de variância (ANOVA, 

do inglês analysis of variance), o gráfico de probabilidade normal (distribuição 

normal) e a comparação dos coeficientes com uma medida independente da 

variabilidade.276 

 

2.4.1.4 Avaliação do modelo matemático ajustado 

 

A avaliação do modelo matemático ajustado deve ser realizada para 

certificar que ele é adequado na descrição do comportamento dos dados 

experimentais. A maneira mais confiável de se avaliar a qualidade de ajuste do 

modelo é empregando a ANOVA. Comparando-se a variação devido à mudança 

na combinação dos níveis das variáveis com a flutuação aleatória das respostas 

obtidas (erros puros). Mediante essa comparação, torna-se possível avaliar a 

significância da regressão usada e a qualidade de seu ajuste às respostas. 274,276 

Na ANOVA, as somas de quadrados de desvios costumam ser chamadas 

de somas quadráticas (𝑆𝑄). A variação total da resposta é definida pela soma 

quadrática de dois componentes: 𝑆𝑄 da regressão (𝑆𝑄𝑅) e 𝑆𝑄 dos resíduos 

(𝑆𝑄𝑟).274,276 Logo, a soma quadrática da variação total, corrigida para a média 

(𝑆𝑄𝑇) pode ser escrita como:  
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 𝑆𝑄𝑇 = 𝑆𝑄𝑅 + 𝑆𝑄𝑟 (6) 

 

A 𝑆𝑄𝑟, por sua vez, pode ser entendida como 

 

 
𝑆𝑄𝑟 = 𝑆𝑄𝑒𝑝 + 𝑆𝑄𝑓𝑎𝑗 

 
(7) 

onde, 𝑆𝑄𝑒𝑝 corresponde à soma quadrática devida ao erro puro e 𝑆𝑄𝑓𝑎𝑗 à soma 

quadrática devida à falta de ajuste. Enquanto a 𝑆𝑄𝑒𝑝 está relacionada aos erros 

aleatórios das replicatas, a 𝑆𝑄𝑓𝑎𝑗 da falta de ajuste diz respeito à medida da 

discrepância entre a resposta prevista pelo modelo estatístico e a média obtida 

das replicatas realizadas no conjunto de condições experimentais. Logo, altos 

valores de 𝑆𝑄𝑅 e pequenos valores de 𝑆𝑄𝑟 são indicativos de que os modelos 

descrevem com exatidão os dados experimentais obtidos.274 

Entretanto, apenas a avaliação das somas quadráticas poderia levar ao 

erro de considerar somente a contribuição do polinômio ajustado na qualidade 

do modelo. Com este raciocínio, quanto maior for a 𝑆𝑄𝑅 melhor seria o modelo 

e, consequentemente, o melhor modelo seria aquele que tivesse a equação mais 

longa. No entanto, cada termo acrescentado ao polinômio tira do modelo um grau 

de liberdade, pois o número de parâmetros estatísticos a serem avaliados 

diminui em relação às determinações independentes. Como os números de 

graus de liberdade devem ser levados em conta nos argumentos estatísticos, 

para avaliar se o termo adicionado à função matemática compensa o grau de 

liberdade perdido e contribui na melhor explicação da variação dos dados se 

adota um novo termo chamado de média quadrática (𝑀𝑄).274 

As 𝑀𝑄 são calculadas dividindo-se as 𝑆𝑄 de cada fonte de variação pelo 

seu respectivo número de graus de liberdade. Logo, para cada fonte de variação 

(regressão, resíduos, falta de ajuste, erro puro e total) é necessário obter o 

número de graus de liberdade, em que p é o número de parâmetros 

(coeficientes) do modelo, n é o número total de observações (ensaios) e m é o 

número de níveis do planejamento. A razão entre a média quadrática da 

regressão (𝑀𝑄𝑅) pela média quadrática dos resíduos (𝑀𝑄𝑟), que nada mais é do 

que a razão entre duas variâncias, pode ser usada para comparar tais fontes de 
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variação mediante o teste F (distribuição de Fisher), levando em consideração 

seus respectivos números de graus de liberdade. O mesmo pode ser feito para 

a razão entre a média quadrática da falta de ajuste (𝑀𝑄𝑓𝑎𝑗) pela média 

quadrática do erro puro (𝑀𝑄𝑒𝑝).274,276 

Em termos práticos, um bom modelo necessita ter uma regressão 

significativa (Fcalculado > Ftabelado) e uma falta de ajuste não significativa (Fcalculado < 

Ftabelado), o que equivale a dizer que a maior parte da variação total das 

observações em torno da média deve ser descrita pela equação de regressão, 

enquanto o restante ficará com os resíduos. Da variação associada aos resíduos 

é esperado que a maior parte fique com o erro puro (erro aleatório intrínseco ao 

procedimento experimental) e não com a falta de ajuste, que está diretamente 

relacionada com o modelo.274,276 

Outro parâmetro para observar se toda variação em torno da média foi 

explicada pela regressão é o valor do coeficiente de variação 𝑅2, cujo valor 

representa a fração da variação que é explicada pela falta de ajuste do modelo. 

Quanto mais próximo de 1 o valor do coeficiente estiver, melhor estará o ajuste 

do modelo às respostas observadas.274 

 

 𝑅2 =
𝑆𝑄𝑅

𝑆𝑄𝑇
 (8) 

 

Contudo, uma vez que o erro puro não está relacionado ao modelo, o valor 

máximo possível de 𝑅2 (máxima variação explicável) é: 

 

 𝑀á𝑥. 𝑉𝑎𝑟𝑖𝑎çã𝑜 𝑒𝑥𝑝𝑙𝑖𝑐á𝑣𝑒𝑙 (%) =
𝑆𝑄𝑇 − 𝑆𝑄𝑒𝑝

𝑆𝑄𝑇
 (9) 

 

A ANOVA, de acordo com as equações descritas para avaliação do 

modelo, está resumida na Tabela IV: 
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Tabela IV: Análise de variância para regressão múltipla.274 

Fonte de 

variação 
Soma Quadrática (SQ) Nº de g. l. 

Média 

Quadrática (MQ) 
F 

Regressão 𝑆𝑄𝑅 = ∑∑(𝑦̂𝑖 − 𝑦̅)2

𝑛𝑖

𝑗

𝑚

𝑖

 𝑝 − 1 𝑀𝑄𝑅 =
𝑆𝑄𝑅

𝑝 − 1
 

𝑀𝑄𝑅

𝑀𝑄𝑟
 

Resíduos 𝑆𝑄𝑟 = ∑∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦̂𝑖)
2

𝑛𝑖

𝑗

𝑚

𝑖

 𝑛 − 𝑝 𝑀𝑄𝑟 =
𝑆𝑄𝑟

𝑛 − 𝑝
  

Falta de 

Ajuste 
𝑆𝑄𝑓𝑎𝑗 = ∑∑(𝑦̂𝑖 − 𝑦̅𝑖)

2

𝑛𝑖

𝑗

𝑚

𝑖

 𝑚 − 𝑝 𝑀𝑄𝑓𝑎𝑗 =
𝑆𝑄𝑓𝑎𝑗

𝑚 − 𝑝
 

𝑀𝑄𝑓𝑎𝑗

𝑀𝑄𝑒𝑝
 

Erro Puro 𝑆𝑄𝑒𝑝 = ∑∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦̅𝑖)
2

𝑛𝑖

𝑗

𝑚

𝑖

 𝑛 − 𝑚 𝑀𝑄𝑒𝑝 =
𝑆𝑄𝑒𝑝

𝑛 − 𝑚
  

Total 𝑆𝑄𝑇 = ∑∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦̅)2

𝑛𝑖

𝑗

𝑚

𝑖

 𝑛 − 1   

% Variação Explicada: 
𝑆𝑄𝑅

𝑆𝑄𝑇
   

% Máxima Variação Explicada: 
𝑆𝑄𝑇 − 𝑆𝑄𝑒𝑝

𝑆𝑄𝑇
   

Regressão: quantidade de variação explicada pelo modelo; Resíduo: estimativa do 
erro experimental; Falta de ajuste: medida da discrepância entre a resposta prevista 
pelo modelo estatístico e a média obtida das replicatas realizadas no conjunto de 
condições experimentais; Erro puro: erro aleatório das replicatas; 𝒚𝒊: valor 
experimental observado na variável resposta (variável dependente), em função do nível 
da variável independente; 𝒚̅𝒊: valor médio de 𝒚𝒊; 𝒚̂𝒊: valor previsto pelo modelo ajustado 
para a variável resposta em função do nível do fator 𝑺𝑸𝑹: soma quadrática da 

regressão; 𝑺𝑸𝒓: soma quadrática do resíduo; 𝑺𝑸𝒇𝒂𝒋: soma quadrática da falta de ajuste; 

𝑺𝑸𝒆𝒑: soma quadrática do erro puro; 𝒏𝒊: número de repetições no nível 𝑖; 𝒑: número de 

parâmetros do modelo; 𝒏 = ∑𝒏𝒊: número total de experimentos; 𝒎: número de níveis 
distintos da variável independente; 𝑴𝑸𝑹: média quadrática da regressão; 𝑴𝑸𝒓: média 

quadrática do resíduo; 𝑴𝑸𝒇𝒂𝒋: média quadrática da falta de ajuste; 𝑴𝑸𝒆𝒑: média 

quadrática do erro puro. 

 

Além da ANOVA, a análise visual dos gráficos de resíduos também pode 

gerar informações valiosas sobre a adequação do modelo aos dados 

experimentais. Se o modelo matemático estiver bem ajustado, seu gráfico de 

resíduos apresentará um comportamento que irá sugerir uma distribuição normal 

dos dados. Ademais, se o modelo gerar resíduos de grande magnitude, ele não 
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estará sendo adequado para fazer inferências precisas sobre o comportamento 

dos dados.277 

 

2.4.2. Reconhecimento de Padrões   

 

Métodos quimiométricos utilizados para diferenciar amostras 

fundamentam-se na identificação de tendências e formação de agrupamentos. 

Semelhanças e diferenças com relação à procedência e processamento da erva-

mate, por exemplo, podem refletir propriedades químicas do conjunto de 

amostras em estudo. Além disso, esses métodos permitem a visualização de um 

grande volume de dados em um espaço bi- ou tridimensional.270 

 

2.4.2.1. Análise de Componentes Principais 
 

A base para a maioria dos métodos estatísticos multivariados é a análise 

de componentes principais (PCA, do inglês Principal Components Analysis), cujo 

objetivo consiste em reduzir o espaço multidimensional das informações para 

melhor visualização e compreensão do conjunto de dados. Essa redução do 

espaço multidimensional é obtida mediante a combinação de variáveis 

correlacionadas em um novo conjunto de coordenadas, chamadas componentes 

principais (PCs). Cada novo eixo calculado será ortogonal a seu antecessor (bem 

como aos demais) e, progressivamente, compreenderá toda variância que 

explica o sistema.278 

Nesse novo sistema de eixos, cada uma das PCs é gerada a partir da 

combinação linear das m-variáveis originais. Conforme a Equação 10 e a Figura 

34, a matriz dos dados originais X é decomposta em vetores das componentes 

principais (t, l) e a matriz de resíduos E. Os pesos l (loadings) são vetores de 

coeficiente da regressão, ajustados para minimizar a soma dos quadrados das 

distâncias ponto-plano. Ao passo que os escores t são a combinação linear da 

contribuição i das J variáveis. Em outras palavras, os escores representam a 

projeção das amostras no novo sistema de coordenadas e os pesos são os 

cossenos dos ângulos entre a PC e os eixos das variáveis originais, medindo a 

importância de cada variável original em cada PC. Quanto mais próximo de ±1, 
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maior será a influência de uma determinada variável na descrição dessa PC; 

quanto mais próximo de zero, menor será sua influência. 278 

 

 
𝑿 =  ∑ [

𝒏
𝒕𝒂

𝒏
]

𝐴

𝑎=1

[ 𝒍𝒂
𝑇  ] + 𝑬 

 

(10) 

 

 

Figura 34: Representação da decomposição da matriz de dados em PCA.278 

 

O posto A corresponde ao número de PCs suficiente para explicar o 

sistema. A interpretação do modelo depende da quantidade A dessas 

componentes, que explicitam o sentido químico, mas que não causem um 

sobreajuste. Assim, a variância atribuída aos ruídos e informações sistemáticas 

irrelevantes é designada à matriz E (I × J).278 

Em suma, a PCA permite transformar grandes matrizes de dados em 

matrizes menores, que podem ser mais facilmente examinadas, plotadas e 

interpretadas. As PCs descrevem as interações multivariadas entre as variáveis 

medidas e revelam tendências subjacentes dos dados. A primeira componente 

principal (PC1) é definida pela direção dos dados originais que descreve a 

máxima variância. Na sequência, repete-se esse procedimento para as demais 

PCs, garantindo a ortogonalidade entre elas. Dessa forma, as primeiras PCs 

acumularão a maior parte da variância do sistema, reduzindo a dimensionalidade 

necessária para visualizá-lo. A escolha do número de PCs a ser utilizado na 

construção do modelo é efetuada considerando o seu percentual de variância 

total explicada.270 
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2.4.3. Métodos Quimiométricos de Segunda Ordem 

 

Os métodos de calibração utilizados em química analítica podem ser 

classificados de acordo com a dimensão dos dados analisados. Métodos de 

ordem zero são usados para tratar dados univariados, como os gerados por 

pHmetros, por exemplo, quando a resposta medida para cada amostra é um 

valor escalar (tensor de ordem zero). Estes métodos não fornecem resultados 

aceitáveis na presença de interferentes, pois demandam total seletividade para 

o analito de interesse.279 

Métodos de primeira ordem podem ser usados para tratar dados 

multivariados, como os gerados por cromatógrafos, cujas respostas fornecem 

um vetor (tensor de primeira ordem) de dados para cada amostra. Nesses casos, 

é possível a calibração na presença de interferentes, desde que estes estejam 

presentes no conjunto de calibração usado para construir o modelo.279 

Dados de segunda ordem são obtidos quando o instrumento analítico 

fornece como resposta uma matriz (tensor de segunda ordem) de dados para 

cada amostra. Exemplos clássicos de dados de segunda ordem são os obtidos 

por GC-MS e HPLC-DAD, e as  matrizes de excitação/emissão obtidas por 

espectroscopia molecular de fluorescência. Métodos de calibração de segunda 

ordem são aplicados a este tipo de dados, possibilitando a obtenção de uma 

série de vantagens. Uma destas vantagens é a possibilidade de obtenção dos 

espectros (ou outros sinais, dependendo da técnica empregada) puros de cada 

componente do sistema, aplicando um número mínimo de restrições ao modelo. 

Uma outra vantagem importante é a possibilidade de calibração na presença de 

interferentes desconhecidos, que não estejam presentes no conjunto de 

calibração, a chamada “vantagem de segunda ordem”.279 

 

2.4.3.1. Métodos Quimiométricos em Função da Ordem dos Dados 

 

Para a aplicação adequada de um método, é fundamental sua 

compatibilidade com a natureza dos dados. Enquanto os métodos de primeira 

ordem são baseados em modelos bilineares, a maioria dos métodos de segunda 

ordem baseiam-se em modelos trilineares.280 
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A propriedade de bilinearidade/trilinearidade dos dados está ligada à 

instrumentação analítica e às peculiaridades do sistema químico sob estudo. A 

bilinearidade pode ser entendida como a possibilidade de interpretar que a 

função resposta instrumental X(r1,r2) pode ser separada no produto de duas 

funções independentes X1(r1) e X2(r2). Como exemplo de um dado bilinear, tome 

uma matriz excitação emissão (EEM, do inglês emission-excitation matrix) para 

um sistema constituído de um único fluoróforo. O perfil de um modo é 

independente do outro modo, ou seja, o perfil espectral de emissão não depende 

do comprimento de onda de excitação.281 

 

2.4.3.2. Modelos de Tucker 

 

Nos anos 60, Tucker desenvolveu os modelos atualmente conhecidos 

como Tucker1, Tucker2 e Tucker3. O modelo Tucker1 corresponde ao simples 

desdobramento (unfolding) do arranjo de dados tridimensional X (o sublinhado 

indica uma matriz tridimensional) em uma matriz bidimensional, seguido de uma 

decomposição bilinear usando PCA. O desdobramento de um arranjo de dados 

de dimensões I × J × K em uma matriz de dimensões I × JK é representado na 

Figura 35. O Tucker1, também conhecido como unfolded-PCA, ignora a 

estrutura trilinear dos dados, decompondo-os com um método bilinear. O modelo 

Tucker2 é um caso particular do Tucker3, em que uma das dimensões é mantida 

fixa durante a decomposição.282,283 

 

 

Figura 35: Representação do desdobramento de um arranjo de dados 
tridimensional em uma matriz.284 
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O mais importante dos modelos de Tucker é o Tucker3, cuja base 

estrutural é dada pela Equação 11: 

 

 𝑿 = 𝑨𝑮(𝑪⨂𝑩)𝑇 + 𝑬 (11) 

 

onde as matrizes A (I × D), B (J × E) e C (K × F) contêm os pesos do modelo 

relativos às três dimensões dos dados, respectivamente; a matriz G (D × EF), 

produto do rearranjo do tensor G (D × E × F) é a matriz central ou conectora 

(core matrix); o tensor E (I × J × K) contêm os erros do modelo e o símbolo “⊗” 

representa o produto de Kronecker.285 D, E e F indicam o número de fatores em 

cada dimensão e podem possuir valores diferentes, ou seja, o número de fatores 

decompostos pode ser diferente em cada dimensão. A matriz G indica a 

interação entre cada dimensão, ou seja, um valor próximo a zero indica pouca 

interação entre as dimensões. A restrição que A, B e C são ortogonais é usual. 

Uma representação da decomposição dos dados por Tucker3 é apresentada na 

Figura 36.284 

 

 

Figura 36: Representação gráfica do modelo Tucker3.284 

 

2.4.3.3. Análise de fatores paralelos (PARAFAC) 
 

A análise de fatores paralelos (PARAFAC, do inglês PARAllel FACtor 

analysis)286 consiste em um método trilinear para decomposição de dados de 

ordem superior em matrizes de pesos A, B e C, que contêm os elementos aif, bjf 
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e ckf, respectivamente, relativos às três dimensões dos dados. O modelo é 

ajustado de forma a minimizar a soma dos quadrados dos resíduos eijk, de acordo 

com a Equação 12: 

 

 𝑋𝑖𝑗𝑘 = ∑ 𝑎𝑖𝑓𝑏𝑗𝑓𝑐𝑘𝑓

𝐹

𝑓=1

+ 𝑒𝑖𝑗𝑘 (12) 

 

onde 𝐹 é o número de fatores (ao contrário do Tucker3, este número é igual em 

todas as dimensões). A Figura 37 demonstra graficamente a Equação 13, 

indicando a decomposição de um arranjo de dados tridimensional em 𝐹 tríades 

de vetores pesos, onde cada tríade equivale a um fator do modelo PARAFAC. 

Alternativamente, o modelo pode ser representado pela equação: 

 

 𝑿 = 𝑨(𝑪|⨂|𝑩)𝑇 + 𝑬 (13) 

 

onde as matrizes A, B e C têm dimensões I x F, J x F e K x F, respectivamente, 

e o símbolo “|⊗|” representa o produto de Khatri-Rao.284,287 

 

 

Figura 37: Representação gráfica do modelo PARAFAC: decomposição de um 
arranjo de dados tridimensional em F tríades de vetores peso.284 
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De um ponto de vista matemático, o PARAFAC pode ser considerado uma 

generalização da PCA para dados multidimensionais, ou ainda, uma versão 

restrita do método Tucker288 com uma matriz central superidentidade, ou seja, o 

primeiro fator de uma dimensão só se relaciona com os primeiros fatores das 

outras e assim, sucessivamente.284 

Qualquer conjunto de dados que puder ser modelado adequadamente 

com o PARAFAC, também poderá ser modelado com o Tucker3 ou com a PCA, 

porém utilizando um maior número de graus de liberdade,286 que tende a ser 

usado para modelar ruído ou variância sistemática de uma maneira redundante. 

Além disso, o PARAFAC fornece solução única, independente de rotações, ou 

seja, o modelo estimado não pode sofrer rotação sem perda de ajuste.284  

A escolha do número de fatores F consiste em uma etapa crucial da 

análise, não existindo um critério absoluto para isso. Essa escolha pode ser 

realizada baseada na variância explicada pelo modelo, no conhecimento químico 

do sistema, ou no teste de consistência trilinear (CORCONDIA, do inglês CORe 

CONsistency DIAgnostic), que consiste na interpretação do PARAFAC como um 

modelo Tucker3 restrito. O Tucker3 é aplicado aos parâmetros do modelo 

PARAFAC estimado e, se houver consistência trilinear, espera-se que os 

elementos da superdiagonal do tensor central (G) tenham valores próximos a 1, 

enquanto os demais elementos tenham valores próximos a zero. A definição 

matemática é expressa pela equação: 

 

 𝐶𝑂𝑅𝐶𝑂𝑁𝐷𝐼𝐴 = 100 × (1 −
∑ ∑ ∑ (𝑔𝑑𝑒𝑓 − ℎ𝑑𝑒𝑓)

2𝐹
𝑓=1

𝐹
𝑒=1

𝐹
𝑑=1

∑ ∑ ∑ ℎ𝑑𝑒𝑓
2𝐹

𝑓=1
𝐹
𝑒=1

𝐹
𝑑=1

) (14) 

 

onde gdef são os elementos da matriz central calculada com o Tucker3 a partir 

dos pesos do PARAFAC, hdef são elementos de uma hiperidentidade perfeita e 

F é o número de fatores do modelo. O valor de CORCONDIA para um modelo 

estimado com um número de componentes menor que o real estará próximo a 

100%, pois a estrutura de tal modelo será trilinear. Logo, o modelo adequado 

será aquele com maior número de componentes e que preserve a estrutura 
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trilinear.  A literatura recomenda valores acima de 60% como indicativo aceitável 

da consistência trilinear dos dados.284  

Uma característica importante do PARAFAC é a possibilidade do uso de 

restrições (constraints), como não-negatividade e unimodalidade, sendo a 

primeira usualmente adotada na resolução de espectros, já que parâmetros 

espectrais negativos não possuem significado físico. Embora o ajuste de um 

modelo restrito seja inferior ao de um modelo não restrito, uma vez que este 

possui menor variância explicada, essa perda de ajuste é compensada pela 

obtenção de um modelo mais facilmente interpretável e realista.284 

Vale ressaltar que o pré-processamento de dados multidimensionais é 

mais complexo que o de dados bidimensionais. Uma centralização na média os 

dados em 

uma das dimensões, por exemplo, incorre em alterações no escalamento em 

qualquer outra dimensão. Portanto, não é usual efetuar pré-processamentos ao 

aplicar o PARAFAC na resolução de espectros.289 

As principais aplicações de PARAFAC na área de química analítica são a 

resolução de curvas, a calibração multivariada e a análise exploratória.280,290,291 

Dados tridimensionais de fluorescência molecular (excitação/emissão) é um 

exemplo claro da aplicação do PARAFAC, que faz uso de dados trilineares.284 

Neste contexto, a intensidade de fluorescência de um determinado fluoróforo 

pode ser expressa em função da sua concentração e dos perfis espectrais de 

excitação e emissão do composto. Sob condições ideais, a intensidade será 

linearmente dependente da concentração e os espectros de excitação e emissão 

serão independentes um do outro. Assumindo que a fluorescência total de uma 

mistura de fluoróforos é igual à soma do sinal das suas contribuições individuais, 

dados de fluorescência podem ser considerados trilineares. Portanto, dados de 

fluorescência podem ser expressos pelo modelo PARAFAC, no qual os escores 

da matriz A representam a concentração para cada fluoróforo, enquanto os 

pesos presentes nas matrizes B e C representam seus perfis de excitação e 

emissão. Assim, o modelo PARAFAC pode ser usado para uma decomposição 

única dos dados de fluorescência de uma amostra complexa em um conjunto de 

fatores PARAFAC, tanto para facilitar a análise de medidas de fluorescência de 
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amostras complexas, quanto para aplicações exploratórias, quando os 

fenômenos de fluorescência contidos são, a priori, desconhecidos.284   

 

2.4.3.3.1. Mínimos Quadrados Alternados 
 

O algoritmo comumente utilizado para a resolução do PARAFAC é o dos 

mínimos quadrados alternados (ALS, do inglês Alternating Least Squares), que 

se baseia no princípio de que duas das matrizes de pesos devem ser conhecidas 

para que se possa estimar a matriz desconhecida. O ALS pode ser iniciado a 

partir de valores aleatórios ou algum tipo de decomposição dos dados, e 

converge iterativamente até atingir um critério de convergência ou um número 

de iterações previamente definidos.284,292  

Chamando (B|⨂|C) de Z, temos que o modelo PARAFAC pode ser 

representado por X=AZ e A é estimado por A=XZT (ZZT)-1. O algoritmo de ALS 

pode ser descrito nas seguintes etapas: 

1. Decide-se o número de fatores F; 

2. Inicializa-se B e C; 

3. Estima-se A por um ajuste de mínimos quadrados; 

4. Estima-se B analogamente; 

5. Estima-se C analogamente; 

6. Repetem-se as etapas de 3 a 5 até a convergência. 

Depois de inicializar o ALS, iterações serão executadas até que seja 

atingido um critério de convergência estabelecido, como quando a mudança 

relativa no ajuste entre duas iterações é inferior a um determinado valor.284,292 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. ETAPAS EXPERIMENTAIS 

 

 A primeira etapa experimental consistiu no preparo das amostras de erva-

mate (secagem, moagem e pesagem). Na sequência, os procedimentos 

experimentais seguiram por duas rotas distintas. A rota dos não-voláteis 

consistiu, primeiramente, na otimização de uma metodologia de UAE, 

monitorando como variáveis dependentes o rendimento mássico da extração, o 

TFC e TPC e percentual de inibição de DPPH dos extratos obtidos, e a área total 

obtida mediante análise por HPLC-DAD dos extratos. Utilizando as condições 

otimizadas na etapa anterior, foi realizada, em triplicata, a UAE de 17 amostras 

de erva-mate processada, oriundas de diferentes países, com características 

específicas. Os extratos obtidos foram submetidos a análise por fluorescência 

molecular e por cromatografia líquida. Os resultados obtidos na análise de 

fluorescência foram processados e interpretados utilizando PARAFAC. As 

análises por cromatografia líquida foram divididas em duas etapas: a 

caracterização química por UHPLC-QTOF-MS e a quantificação dos metabólitos 

identificados por HPLC-DAD. Além disso, os resultados obtidos na última etapa 

foram processados e interpretados com o auxílio da PCA. Em paralelo, a rota 

dos voláteis consistiu na extração da fração volátil de folhas in natura e 

processadas de erva-mate, mediante hidrodestilação, seguido pela 

caracterização química por GC×GC/TOFMS, utilizando ferramentas auxiliares 

como a deconvolução espectral e os LTPRI, estimados para cada pico 

cromatográfico detectado. As quantidades relativas dos compostos identificados 

foram estimadas mediante normalização de área. Um fluxograma representando 

as etapas experimentais do presente estudo pode ser visualizado na Figura 38. 
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Figura 38: Fluxograma das etapas experimentais realizadas no presente estudo. 

 

3.1. REAGENTES, SOLVENTES E PADRÕES 

 

Os solventes orgânicos diclorometano, hexano, etanol, metanol, 

acetonitrila, grau HPLC, e o ácido fórmico, grau para análise, foram adquiridos 

da empresa Merck (Darmstadt, Alemanha).  

Os padrões utilizados foram o ácido gálico (97% de pureza), ácido 5-

cafeoilquínico (95% de pureza), rutina (95% de pureza), quercetina (95% de 

pureza), cafeína (99% de pureza), teobromina (99% de pureza), mistura de 

alcanos lineares da série C6-C30, DPPH (98% de pureza) e reagente de Folin-

Ciocalteu, adquiridos da empresa Sigma Aldrich (Milwaukee, EUA). Os 

reagentes sulfato de sódio, carbonato de sódio, nitrito de sódio, cloreto de 

alumínio e hidróxido de sódio foram adquiridos da empresa Synth (São Paulo, 

Brasil). Para todas as preparações foi utilizada água ultrapura, purificada por 

sistema Milli-Q, adquirido da empresa Millipore (Darmstadt, Alemanha). 
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Os gases utilizados para as análises cromatográficas, hélio e nitrogênio, 

de pureza superior a 99,999%, bem como o nitrogênio líquido utilizado no 

modulador do sistema GC×GC, foram adquiridos da Linde Gases (Canoas, RS, 

Brasil). 

 

3.2. PREPARO DAS AMOSTRAS 

 

A amostragem da erva-mate processada envolveu 51 amostras, oriundas 

de 17 produtos comerciais. As características específicas de cada produto, bem 

como a codificação utilizada neste estudo são apresentadas na Tabela V:  

 

Tabela V: Identificação das amostras de erva-mate analisadas, país de origem 
e descrição fornecida pelo fabricante. 

País Código Descrição 

Brasil 

Br1 

Folhas nativas, destinadas ao preparo de tererê. Br2 

Br3 

Br4 

Folhas nativas. 
Br5 

Br6 

Br7 

Br8 

Folhas cultivadas. 
Br9 

Br10 

Br11 

Paraguai Pg Folhas cultivadas, estacionados; 

Uruguai 
Uru1 Folhas cultivadas na Argentina, estacionadas. 

Uru2 Folhas cultivadas no Brasil, estacionadas.  

Argentina 

Arg1 

Folhas cultivadas, estacionadas; Arg2 

Arg3 

 

As amostras processadas oriundas do mercado brasileiro, bem como as 

folhas de erva-mate in natura, foram cedidas pela ervateira Barão, no município 
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de Barão de Cotegipe (RS), enquanto as demais foram adquiridas no comércio 

local. 

As amostras foram previamente liofilizadas em um liofilizador ModulyoD 

da Thermo Fisher (Waltham, EUA). Em seguida, as amostras foram moídas 

utilizando-se um moinho de facas MA340MF da Marconi (São Paulo, Brasil) e 

peneiradas a uma granulometria de -20+100 (partículas entre 0,84 e 0,15 mm), 

utilizando peneiras granulométricas da empresa Bertel (São Paulo, Brasil). 

 

3.3. METABÓLITOS NÃO-VOLÁTEIS 

 

3.3.1. Extração Assistida por Ultrassom 

 

As extrações foram realizadas em um banho de ultrassom USC 1800 da 

Unique (São Paulo, Brasil). Para cada extração, utilizou-se 50 mL de solvente 

extrator hidroetanólico e 2,00 g (± 0,01 g) de erva-mate, pesada em balança 

analítica modelo Adventurer, da Ohaus (Pine Brook, EUA). Optou-se por 

trabalhar com uma fase extratora hidroetanólica devido à sua baixa toxicidade e 

elevada capacidade de extração de compostos fenólicos de plantas relatada na 

literatura.293–296 Cada extrato obtido foi filtrado à vácuo e, em seguida, 

centrifugado por 2 minutos em uma centrífuga Excelsa i 2206 da Fanem (São 

Paulo, Brasil), a 5000 rpm. Na sequência, os extratos foram filtrados em filtros 

(0,20 µm, 25 mm) de politetrafluoretileno/teflon (PTFE) para seringa, adquiridos 

da empresa Macherey Nagel (Duren, Alemanha), e posteriormente transferidas 

para frascos de vidro âmbar. 

 

3.3.1.1. Otimização dos Parâmetros da UAE 

 

Tendo em vista uma avaliação mais detalhada da influência dos 

parâmetros utilizados no processo de extração assistida por ultrassom dos 

metabólitos secundários das erva-mate, utilizou-se o Delineamento Composto 

Central (CCD). Os resultados obtidos foram avaliados mediante a aplicação de 

Metodologia de Superfície de Resposta (RSM) e Análise de Variância (ANOVA). 

Seguiu-se as seguintes etapas para a otimização da extração: 



Tese de Doutorado - PPGQ/UFRGS 

 

107 

Allan dos Santos Polidoro 

a) optou-se pelo CCD para três variáveis, consistindo em um 

planejamento fatorial 23 com oito ensaios fatoriais, mais seis pontos axiais e três 

pontos centrais, totalizando 17 experimentos, para avaliar a influência das 

variáveis independentes selecionadas, que foram: tempo (11,6 – 28,4 min) e 

temperatura de extração (30 – 80 °C), e percentual de etanol na fase extratora 

hidroalcóolica (8 – 92%). Para análise dos dados, foi utilizado o software 

STATISTICA 10; 

b) os experimentos foram realizados e adquiriu-se como variáveis 

dependentes o rendimento mássico da extração, além do TPC, TFC, atividade 

antioxidante dos extratos (mensurada por ensaio de DPPH), e área total 

integrada do TAC (cromatograma de absorbância total, do inglês total 

absorbance chromatogram); 

c) Foram calculados os efeitos das variáveis dependentes, os respectivos 

erros e verificou-se sua significância estatística a um nível de confiança de 95 % 

(p < 0,05); 

d) verificou-se a significância do ajuste dos modelos, baseados na 

ANOVA, determinando o coeficiente de determinação (R2) e realizando-se 

Testes F para avaliar se a regressão foi significativa ou não; 

e) se a regressão fora significativa, procedeu-se à verificação da 

parametricidade dos resíduos deixados pelo modelo ajustado;  

f) as superfícies de respostas foram geradas e, mediante as derivadas 

parciais da função obtida, definiu-se as condições operacionais ótimas de cada 

variável na UAE da erva-mate; 

Os valores codificados e decodificados dos fatores (variáveis 

independentes) selecionados seguem nas Tabela VI e Tabela VII, 

respectivamente. Os ensaios foram realizados em ordem aleatória. 
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Tabela VI: Ensaios para o delineamento composto central na ordem padrão. 

Ensaio x1 x2 x2 

1 -1 -1 -1 

2 +1 -1 -1 

3 -1 +1 -1 

4 +1 +1 -1 

5 -1 -1 +1 

6 +1 -1 +1 

7 -1 +1 +1 

8 +1 +1 +1 

9 -1,68 0 0 

10 +1,68 0 0 

11 0 -1,68 0 

12 0 +1,68 0 

13 0 0 -1,68 

14 0 0 +1,68 

15 0 0 0 

16 0 0 0 

17 0 0 0 

 

Tabela VII: Variáveis e níveis decodificados do delineamento composto central.  

Variável 

Independente 

Níveis 

-1,68 -1 0 +1 +1,68 

x1: Tempo (min) 11,6 15 20 25 28,4 

x2: Temperatura (°C) 30 40 55 70 80 

x3: %EtOH 8 25 50 75 92 

 

3.3.2. Avaliação do Rendimento Mássico 

  

 O rendimento mássico foi determinado retirando-se uma alíquota de 10 

mL de cada extrato e evaporando-se o solvente. O rendimento foi calculado 

como a porcentagem em massa do extrato seco referente à massa de amostra 

utilizada na extração. 
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3.3.3. Ensaios Espectrofotométricos 

 

3.3.3.1. Conteúdo Fenólico Total (TPC) 

 

A determinação de compostos fenólicos totais nos extratos hidroalcóolicos 

de erva-mate foi realizada utilizando um método adaptado de Folin-Ciocalteu, 

segundo a metodologia descrita por Singleton (1999).297 Para tanto uma alíquota 

de 500 μL do extrato foram misturados, em frasco âmbar, a 2 mL de água 

ultrapura, seguido de 500 μL de reagente de Folin-Ciocalteu e 5 mL de uma 

solução aquosa de Na2CO3 (7% m/v). Em seguida, foram adicionados 4 mL de 

água ultrapura, totalizando 12 mL de mistura. Esta solução foi então centrifugada 

por 5 minutos a 2500 rpm, e mantida em repouso e na ausência de luz por 150 

minutos, à temperatura ambiente. Após o período de incubação, foram 

realizadas medidas de absorbância em um espectrofotômetro UV-6100S da 

Global Trade Technology (São Paulo, Brasil), no comprimento 760 nm, em 

cubeta de vidro com caminho óptico de 1 cm, contra um branco, preparado de 

modo similar, substituindo o volume de extrato pela mesma quantidade de 

solvente. 

Para a quantificação, foi utilizado como padrão o ácido gálico, nas 

concentrações de 40, 60, 100, 150 e 200 mg L-1, para construção da curva 

analítica (Figura 39). O mesmo processo descrito para as amostras foi realizado 

com as soluções-padrão. A partir da equação da curva de calibração, foi 

realizado o cálculo do conteúdo fenólico total, expresso em mg de equivalente 

de ácido gálico por grama de erva-mate seca (mg EAG g-1). 
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Figura 39: Curva de calibração com ácido gálico para os ensaios de 
quantificação de fenólicos totais. 

 

3.3.3.2. Conteúdo de Flavonoides Totais (TFC) 

 

Para a determinação de flavonoides totais, foi utilizada a metodologia 

descrita por Zhishen et al. (1999).298 Uma alíquota de 1 mL do extrato foi 

misturada a 4 mL de água ultrapura e 300 µL de uma solução aquosa a 5% (m/v) 

de nitrito de sódio (NaNO2), em um frasco âmbar, e a mistura foi deixada em 

repouso por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 300 µL de uma solução 

aquosa de AlCl3 (10% m/v). A amostra permaneceu em repouso por mais 5 

minutos e, na sequência, foram adicionados 2 mL de solução de NaOH 1 mol L-

1. Por fim, foram realizadas medidas de absorbância em um espectrofotômetro, 

no comprimento de onda de 510 nm, em cubeta de vidro com caminho óptico de 

1 cm, contra um branco, preparado de modo similar, substituindo o volume de 

extrato pela mesma quantidade de solvente. 

A construção da curva de calibração (Figura 40) foi realizada a partir de 

um padrão de rutina, nas concentrações de 40, 60, 100, 150 e 200 mg L-1. O 

mesmo processo descrito para as amostras foi realizado com as soluções-

padrão. A partir da equação da curva de calibração, foi realizado o cálculo de 

flavonoides totais, expresso em mg de equivalente de rutina por grama de erva-

mate seca (mg ER g-1). 
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Figura 40: Curva de calibração com rutina para os ensaios de quantificação de 
flavonoides totais. 

 

3.3.3.3. Atividade Antioxidante: Método do DPPH 

 

 A determinação da atividade antioxidante foi realizada mediante o método 

do DPPH, que consiste na observação da captura do radical livre 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH•) por antioxidantes presentes na amostra. A análise foi 

baseada na metodologia descrita por Brand-Williams et al. (1995),299 com 

adaptações feitas por Rufino et al. (2007).300  

 Para realizar o experimento, uma solução metanólica de DPPH• a 0,06 

mM foi preparada solubilizando-se 2,4 mg de DPPH• em 100 mL de álcool 

metílico grau HPLC em um balão volumétrico de vidro âmbar. Os extratos, por 

sua vez, foram diluídos 2% v/v em metanol.  

Em ambiente escuro, 100 µL de cada amostra diluída a 2% foi misturada 

com 3,9 mL da solução de DPPH• a 0,06 mM e agitada com o auxílio de um 

agitador de tubos tipo Vortex VTX2500-220 da Biomixer (São Paulo, Brasil). 

Também foi preparada uma solução controle de forma similar, substituindo o 

volume de amostra por uma solução aquosa de etanol 50% v/v. O branco 

utilizado foi álcool metílico puro.  
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Após um período de repouso de 45 minutos, ao abrigo da luz, realizaram-

se as leituras no espectrofotômetro, a um comprimento de onda de 517 nm. A 

atividade antioxidante foi expressa como percentual de inibição (%I) em relação 

ao controle negativo, de acordo com a equação: 

 

 %𝐼 = (
𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 − 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎

𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
) × 100 (15) 

 

Onde 𝐴𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒  refere-se à absorbância da solução de DPPH sem a 

amostra, enquanto 𝐴𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 refere-se à absorbância da amostra com o DPPH. 

 

3.3.4. Análises por Espectrometria de Fluorescência Molecular 

 

Todas as medidas foram realizadas em um espectrômetro de 

fluorescência Perkin Elmer LS-55. usando uma cubeta de quartzo de 1 × 1 cm. 

Foram obtidos espectros de emissão molecular (EEM) na faixa de 500 a 750 nm, 

com incremento de 1 nm, com excitação iniciada em 370 a 490 nm, com 

incremento de 10 nm, e velocidade de scan de, aproximadamente 600 nm.min-

1. Para cada amostra foi gerada uma matriz de dimensões 351 × 13 (λemissão × 

λexcitação) que, empilhadas, formam um tensor tridimensional de dimensões  51 × 

351 × 13 (amostra × λemissão × λexcitação). As medidas foram realizadas em triplicata 

para cada extrato de obtido pela UAE das amostras de erva-mate processada. 

 

3.3.5. Análises Cromatográficas por HPLC-DAD 

 

O sistema de HPLC utilizado foi adquirido da Shimadzu (Quioto, Japão), 

contendo os seguintes módulos: duas bombas LC-20AD, provido de amostrador 

SIL-20A, desgaseificador de fase móvel DGU-20A3, forno de coluna CTO-20A e 

detector de arranjo de diodos (DAD) SPD-M20A, adquirido da empresa 

Shimadzu (Quioto, Japão). 

A coluna cromatográfica utilizada nas análises foi uma Zorbax Bonus-RP 

da Agilent, de comprimento 250 mm; diâmetro 4,6 mm e tamanho de partícula 
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3.5 μm. Os compostos foram separados utilizando duas fases móveis: uma fase 

móvel A composta por água ultrapura acidificada a 0,5% (v/v) com ácido fórmico; 

e uma fase móvel B composta por acetonitrila acidificada a 0,5% (v/v) com ácido 

fórmico. A eluição ocorreu a uma vazão constante de 0,7 mL.min-1, em modo 

gradiente, iniciando em 10 % de fase B, aumentando a 60% de 0 a 45 min, 

permanecendo assim por 5 minutos, voltando a 10 % de B de 50 a 52 minutos e 

permanecendo assim por 15 minutos. A temperatura do forno foi mantida em 

29°C e o volume de injeção foi de 10 µL. Para a detecção dos compostos, foram 

obtidos os espectros UV-Vis entre 200 e 800 nm. Os dados cromatográficos 

foram adquiridos e processados pelo software LCsolution, versão 1.25, da 

Shimadzu (Quioto, Japão).  

 

3.3.6. Análises Cromatográficas por UHPLC-QTOF-MS 

 

 Duas amostras de extratos de erva-mate processada (uma brasileira e 

uma argentina), e uma amostra de extrato de folhas verdes, escolhidas 

arbitrariamente, formam analisadas por UHPLC-QTOF-MS. 

O sistema de UHPLC-QTOF-MS utilizado consiste em um cromatógrafo a 

líquido, modelo Nexera 2 da Shimadzu, acoplado a um espectrômetro de massa 

da Bruker Daltonics, modelo Impact II, com analisador de massa híbrido: 

quadrupolo e tempo de voo, disponível no Laboratório de Técnicas 

Cromatográficas acopladas a espectrometria de massa do IQ - UFRGS. O 

espectrômetro de massa é equipado com um sistema de ionização por 

eletronebulização (ESI), operando nos modos de ionização negativo e positivo.  

O volume de injeção de amostra foi de 10 µL. As condições de análises 

do espectrômetro de massa foram: tensões capilares de 500 e 2500 V, pressão 

do nebulizador de 9 bar de gás N2, fluxo de gás N2 de 9 L min-1 e temperatura da 

fonte de 200 °C. O espectrômetro de massa operou no modo de aquisição 

broadband collision induced ionization (bbCID) e registrou espectros com razão 

m/z de 100 - 1500 a uma taxa de varredura de 2 Hz em ambos os modos. As 

energias de colisão foram de 4 eV para aquisição dos espectros de MS e, uma 

rampa de 25 eV a 50 eV, para obtenção dos espectros de MS/MS. 
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A calibração do espectrômetro de massa foi realizada no início de cada 

corrida cromatográfica, a partir da injeção de uma solução de formiato de sódio 

10 mM, em uma mistura de água/isopropanol (1:1). 

A análise dos dados foi realizada no software Compass DataAnalysis 4.2, 

da Bruker Daltonik. 

 

3.3.7. Análises Quimiométricas 

 

Todos os cálculos quimiométricos envolvendo a modelagem PARAFAC 

foram realizados em ambiente MATLAB R2015a, utilizando o pacote The N-way 

Toolbox, implementado por Rasmus Bro (2022), disponível para download em 

https://www.mathworks.com/matlabcentral/fileexchange/1088-the-n-way-

toolbox.301 A PCA foi realizada utilizando o software ChemoStat® V2. 

 

3.4. METABÓLITOS VOLÁTEIS 

 

3.4.1. Hidrodestilação 

 

As amostras da fração volátil das folhas verdes e processadas de erva-

mate foram obtidas a partir de 100 g de amostra, hidrodestiladas por 4 h, 

utilizando um aparelho do tipo Clevenger, seguindo a metodologia recomendado 

pela Farmacopeia Oficial Brasileira V.302 As folhas verdes e processadas foram 

escolhidas arbitrariamente. Os óleos essenciais foram secos com sulfato de 

sódio anidro, avolumados a 1 mL de diclorometano em frascos âmbar, e 

armazenados a -4 °C para análise posterior. 

 

3.4.2. Análises Cromatográficas por GC×GC/TOFMS 

 

 As amostras da fração volátil de erva-mate foram analisadas por 

GC×GC/TOFMS, utilizando um cromatógrafo a gás Agilent 6890N acoplado a 

um espectrômetro de massas por tempo de voo, modelo Pegasus IV, LECO (St. 

Joseph, MI, EUA), com modulador criogênico de quatro jatos (quadrijet) com N2 
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resfriado por nitrogênio líquido. 

 A separação cromatográfica da primeira dimensão foi realizada em uma 

coluna capilar DB-5, 5%-fenil-95%-dimetilpolisiloxano, com 60 m de 

comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,10 µm de espessura de fase 

estacionária. Na segunda dimensão, foi utilizada uma coluna capilar DB-17, 

50%-fenil-50%-dimetilpolisiloxano, com 2,15 m de comprimento, 0,18 mm de 

diâmetro interno e 0,18 µm de espessura de fase estacionária. Ambas as colunas 

foram adquiridas da Agilent Technologies - J&W Scientific (Palo Alto, CA, EUA). 

O gás de arraste utilizado foi hélio ultrapuro, a uma vazão de 1 mL.min-1. 

O volume de injeção foi de 1 µL, no modo splitless, realizado em injetor 

automático. As temperaturas do injetor, da interface e da fonte de íons foram 

mantidas a 280 °C. A energia para ionização por impacto eletrônico foi de 70 eV. 

O intervalo de massas de íons detectados foi de 45 a 450 Daltons e a voltagem 

do detector foi de 1,4 kV. A programação de temperatura do forno foi de: 

temperatura inicial (45 °C), mantida por 5 min, seguido de aquecimento a 3 

°C.min-1, até 295 °C. O forno secundário foi mantido 10 ºC acima da temperatura 

do forno primário. O período de modulação foi de 6 s, com período de jato quente 

correspondente a 40% do período de modulação. 

 

3.4.2.1. Tratamento de Dados 

 

Para o tratamento dos dados cromatográficos bidimensionais, foi utilizado 

o software ChromaTOF 3.32. A identificação tentativa dos compostos foi 

realizada mediante a comparação dos espectros de massas obtidos para os 

analitos com os presentes na biblioteca NIST, versão 05. Foram considerados 

apenas os compostos que apresentaram similaridade espectral com a biblioteca 

de no mínimo 70%, para a análise bidimensional. Para aumentar a confiabilidade 

na identificação dos compostos, foram calculados, mediante a equação de Van 

den Dool e Kratz303 (Equação 16), os índices de retenção com programação 

linear de temperatura (LTPRI, do inglês linear temperature programmed retention 

index) para os compostos detectados. Para tanto, foi realizada a análise de uma 

mistura de padrões de alcanos lineares (C6-C30), preparada em hexano 

destilado, na concentração de 1% v/v, nas mesmas condições cromatográficas 
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utilizadas nas análises das amostras estudadas. Os LTPRI obtidos 

experimentalmente foram comparados com os reportados na literatura 

científica.304  

 

 𝐿𝑇𝑃𝑅𝐼 = 100 × (𝑛 +
𝑡𝑅(𝑖) − 𝑡𝑅(𝑛)

𝑡𝑅(𝑛+1) − 𝑡𝑅(𝑛)
) (16) 

Na qual: 

• 𝐿𝑇𝑃𝑅𝐼 é o índice de retenção com programação linear de temperatura 

• 𝑡𝑅(𝑖) é o tempo de retenção do composto desconhecido;  

• 𝑡𝑅(𝑛) é o tempo de retenção do alcano linear menos retido pela fase 

estacionária do que o composto 𝑖; 

• 𝑡𝑅(𝑛+1) é o tempo de retenção do alcano linear mais retido pela fase 

estacionária do que o composto 𝑖; 

Os compostos foram considerados tentativamente identificados por LTPRI 

apenas quando o valor da diferença (em módulo) entre o LTPRI da literatura e o 

experimental foi menor ou igual a 20 unidades.305 As quantidades relativas de 

compostos individuais foram calculadas com base na área de pico sem o uso de 

um fator de correção.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. METABÓLITOS NÃO-VOLÁTEIS 

 

4.1.1. Otimização dos Parâmetros da UAE 

 

Mediante a técnica estatística de metodologia de superfície de resposta, 

a partir de um CCD 23 rotativo, é possível obter a relação matemática das 

variáveis dependentes com as variáveis independentes por regressão múltipla, 

ou seja, adquirir equações empíricas de previsão das respostas em função das 

variáveis estudadas. Além disso, a MSR permite identificar os efeitos das 

variáveis estudadas de forma isolada, assim como a interação entre elas e suas 

contribuições quadráticas. 

Para execução do CCD 23 rotativo e otimização da UAE da erva-mate, 

foram consideradas o tempo e a temperatura de extração (x1 e x2, 

respectivamente), e o percentual de etanol na fase extratora hidroetanólica (x3) 

como variáveis independentes. Paralelamente, as variáveis dependentes 

estudadas foram rendimento mássico (y1), conteúdo fenólico e de flavonoides 

totais (y2 e y3, respectivamente), percentual de inibição de DPPH (y4), e área total 

integrada do TAC (y5). Os níveis estudados das variáveis independentes, bem 

como os valores obtidos para cada variável dependente em cada um dos ensaios 

realizados no CCD, são demonstrados na Tabela VIII. 
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Tabela VIII: Variáveis e níveis utilizados (valores codificados e decodificados) 
para o CCD e as respostas obtidas para a UAE da erva-mate, na ordem padrão.  

Ensaio 

 Variáveis Independentes  Variáveis Dependentes 

 t (min) 

x1 

T (°C) 

x2 

%EtOH 

x3 

 Rda 

y1 

TPCb 

y2 

TFCc
 

y3 

%Id 

y4 

TACe 

y5 

1  -1 (15,0) -1 (40) -1 (25)  34,3 66,47 33,42 36,2 27,0 

2  +1 (25,0) -1 (40) -1 (25)  33,3 78,55 39,30 43,4 29,1 

3  -1 (15,0) +1 (70) -1 (25)  35,8 77,51 38,54 47,3 27,3 

4  +1 (25,0) +1 (70) -1 (25)  32,5 71,99 35,56 35,2 26,1 

5  -1 (15,0) -1 (40) +1 (25)  28,7 64,78 33,56 28,0 23,2 

6  +1(25,0) -1 (40) +1 (75)  30,0 68,39 37,03 44,8 25,1 

7  -1 (15,0) +1 (70) +1 (75)  32,0 71,75 38,54 46,1 26,8 

8  +1(25,0) +1 (70) +1 (75)  30,7 65,98 33,42 40,9 21,4 

9  -1,68 (11,6) 0 (55) 0 (50)  32,7 74,39 37,60 43,4 27,9 

10  +1,68 (28,4) 0 (55) 0 (50)  33,5 78,47 38,34 42,9 28,6 

11  0 (20,0) -1,68 (30) 0 (50)  32,9 79,19 43,29 46,7 27,7 

12  0 (20,0) +1,68 (80) 0 (50)  35,0 81,59 43,48 48,9 28,7 

13  0 (20,0) 0 (55) -1,68 (8)  32,8 71,27 30,18 34,3 24,4 

14  0 (20,0) 0 (55) +1,68 (92)  25,9 57,47 26,43 28,2 17,4 

15  0 (20,0) 0 (55) 0 (50)  32,9 77,51 41,77 51,3 28,0 

16  0 (20,0) 0 (55) 0 (50)  33,0 76,31 40,11 47,2 28,7 

17  0 (20,0) 0 (55) 0 (50)  33,8 79,83 39,79 52,0 28,8 

a: Rendimento (%); b: conteúdo fenólico total (mg EAG g-1); c: conteúdo de flavonoides 
totais (mg ER g-1); d: percentual de inibição de DPPH; e: área total integrada do TAC.  

 

Conforme pode ser visualizado na tabela acima, o rendimento da UAE da 

erva-mate, por exemplo, variou de 25,9% a 35,8%. Estes valores foram 

consideravelmente superiores aos obtidos por Tlili e Sarikurkcu,306 que obtiveram 

um rendimento mássico de 17,08% mediante uma extração sólido-líquido 

convencional, evidenciando a maior transferência de massa que ocorre devido à 

cavitação. 

Aos conjuntos de respostas de cada variável dependente, ajustou-se um 

modelo polinomial de segunda ordem, ou ainda, o modelo quadrático (Equação 

17): 

 

 𝑦̂ = 𝑏0 + 𝑏1𝑥1 + 𝑏2𝑥2 + 𝑏11𝑥1
2 + 𝑏22𝑥2

2 + 𝑏12𝑥1𝑥2 (17) 

 

Pode-se escrever a equação acima na forma matricial: 
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 𝐲̂ = 𝐗𝐛 (18) 

 

onde 𝐲̂ e 𝐛 são as matrizes contendo respectivamente os valores previstos pelo 

modelo e os estimadores dos parâmetros: 

 

𝐲̂ = [

𝑦̂1

𝑦̂2

⋮
𝑦̂17

]    e  𝐛 =

[
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
𝑏0

𝑏1

𝑏2

𝑏3

𝑏11

𝑏22

𝑏33

𝑏12

𝑏13

𝑏23]
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Para calcular os elementos de 𝐛, cujos valores representam os 

estimadores para os coeficientes dos modelos, utiliza-se a Equação 19: 

 

 𝐛 = (𝐗𝐭𝐗)−𝟏𝐗𝐭𝐲 (19) 

 

Além disso, dos três ensaios repetidos no ponto central, calculou-se uma 

estimativa da variância das observações para cada variável dependente. 

Resolvendo-se a Equação 19 e utilizando o teste t de Student, verifica-se a 

significância estatística a um nível de 95% de confiança (p < 0,05) dos 

coeficientes obtidos para cada modelo (Tabela IX).  
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Tabela IX: Coeficientes significativos dos modelos ajustados.  

Coeficientes  Erro tcalculado 𝒑 

Rendimento mássico   

𝑏0 33,3 ± 0,3 116,9 0,00007 

𝑏2 0,6 ± 0,1 4,5 0,04 

𝑏3 -1,9 ± 0,1 14.3 0,005 

𝑏33 -1,4 ± 0,1 9,2 0,01 
      

TPC   

𝑏0 78,1 ± 1,0 75,7 0,0002 

𝑏3 -3,4 ± 0,5 7,1 0,02 

𝑏33 -5,4 ± 0,5 10,1 0,01 

𝑏12 -3,4 ± 0,6 5,3 0,033 
      

TFC      

𝑏0 40,6 ± 0,6 66,3 0,0002 

𝑏33 -4,4 ± 0,3 13,8 0,005 

𝑏12 -2,2 ± 0,4 5,8 0,03 
      

%I      

𝑏0 50,2 ± 1,5 33,2 0,0009 

𝑏33 -6,7 ± 0,8 8,5 0,013 

𝑏12 -5,2 ± 0,9 5,6 0,03 
      

TAC      

𝑏0 28,5 ± 0,2 116,7 0,00005 

𝑏3 -1,8 ± 0,1 15,7 0,004 

𝑏33 -2,7 ± 0,1 21,2 0,002 

𝑏12 -1,3 ± 0,1 8,8 0,01 

 

Por conseguinte, negligenciando-se os coeficientes que não 

apresentaram significância estatística ao nível de 95% de confiança, obtém-se 

as seguintes equações, em valores codificados, para os modelos quadráticos 

ajustados: 
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𝑦̂1 = 33,2 + 0,6𝑥2 − 1,9𝑥3 − 1,4𝑥3
2 

𝑦̂2 = 78,1 − 3,4𝑥3 − 5,4𝑥3
2 − 3,4𝑥12 

𝑦̂3 = 40,6 − 4,4𝑥3
2 − 2,2𝑥12 

𝑦̂4 = 50,2 − 6,7𝑥3
2 − 5,2𝑥12 

𝑦̂5 = 28,5 − 1,8𝑥3 − 2,7𝑥3
2 − 1,3𝑥12 

 

4.1.1.1. Validação dos Modelos 

 

Um bom modelo de regressão deve explicar satisfatoriamente as 

variações da variável dependente nos ensaios. Logo, realizou-se análises de 

variância (Tabela X) para a confirmação da significância estatística dos modelos 

propostos. 
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Tabela X: Análise de variância para o modelo quadrático. 

 Fonte de variação SQ Nº de g. l. MQ F FTab p 

Rendimento Mássico       

 Regressão 89,0 9 9.9 25,5 2,7 0,0002 

 Resíduos 2,7 7 0.4    

 Falta de Ajuste 2,2 5 0.4 1,8 9,3 0,4 

 Erro Puro 0,5 2 0.2    

 Total 91,7 16     

 % Variação Explicada: 97,0 % Máx. Variação Explicável: 99,5 
        

TPC       

 Regressão 654,4 9 72.7 11.0 2,7 0.002 

 Resíduos 46,4 7 6.6    

 Falta de Ajuste 40,0 5 8.0 2.5 9,3 0.3 

 Erro Puro 6,4 2 3.2    

 Total 700,7 16     

 % Variação Explicada: 93,4 % Máx. Variação Explicável: 99,1 
        

TFC       

 Regressão 327,8 9 36.4 68.2 2,7 0,000006 

 Resíduos 3,7 7 0.5    

 Falta de Ajuste 1,5 5 0.3 0.3 9,3 0,9 

 Erro Puro 2,3 2 1.1    

 Total 331,5 16     

 % Variação Explicada: 98,9 % Máx. Variação Explicável: 99,3 
        

%I       

 Regressão 832,2 9 92.5 19.7 2,7 0,0004 

 Resíduos 32,9 7 4.7    

 Falta de Ajuste 19,2 5 3.8 0.6 9,3 0,7 

 Erro Puro 13,7 2 6.9    

 Total 865,2 16     

 % Variação Explicada: 96,2 % Máx. Variação Explicável: 98,4 
        

TAC       

 Regressão 152,7 9 17,0 21,4 2,7 0,0003 

 Resíduos 5,6 7 0,8    

 Falta de Ajuste 5,2 5 1,0 5,8 9,3 0,2 

 Erro Puro 0,4 2 0,2    

 Total 158,3 16     

 % Variação Explicada: 96,5 % Máx. Variação Explicável: 99,8 

𝑺𝑸: soma quadrática da regressão; 𝑴𝑸: média quadrática da regressão. 
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Pela ANOVA, fica evidente que os modelos quadráticos ajustados não 

apresentam evidência de falta de ajuste, demonstrado mediante teste F 

envolvendo esta fonte de variação, ao nível de 95% de confiança (p > 0,05). Além 

disso, os modelos quadráticos ajustados explicam entre 93,4% e 98,9% da 

variação em torno da média, com valores próximos ao percentual máximo de 

variação explicável. A variação em torno da média devido aos parâmetros de 

regressão foi significativa para todos os modelos, verificada mediante o teste F, 

à um nível de confiança superior a 99%, uma vez que esta fonte de variação 

apresentou um valor de p inferior a 0,01 para todas as regressões. Finalmente, 

a relação entre os valores preditos pelos experimentos e os valores 

experimentais (Figura 41) aproximam-se da reta identidade, demonstrando a 

eficiência dos ajustes aos dados experimentais. 
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Figura 41: Gráficos de Valores Preditos × Observados para os modelos 
referentes ao (a) rendimento mássico, (b) TPC, (c) TFC, (d) %I, e (e) TAC. 

 

 Como o modelo utilizado neste trabalho tem como base a estatística 

paramétrica, um pressuposto importante que deve ser verificado é a normalidade 

dos resíduos das regressões. A Figura 42 mostra que os resíduos se distribuem 

razoavelmente próximos da normalidade, representada pela reta no gráfico, não 

comprometendo o pressuposto de parametricidade da ANOVA. 
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Figura 42: Gráficos de Valores Normais Esperados × Resíduos para os modelos 
referentes ao (a) rendimento mássico, (b) TPC, (c) TFC, (d) %I, e (e) TAC. 

 

4.1.1.2. Análise das Superfícies de Resposta 

 

A partir do polinômio de cada modelo quadrático ajustado construiu-se as 

superfícies de resposta correspondentes, em função das variáveis codificadas. 

 



Tese de Doutorado - PPGQ/UFRGS 

 

127 

Allan dos Santos Polidoro 

 

Figura 43: Superfície de resposta do modelo quadrático ajustado para o 
rendimento mássico. 

 

Analisando os coeficientes do modelo quadrático ajustado e a superfície 

de resposta correspondente ao rendimento mássico da UAE (Figura 43), 

verifica-se que o aumento da temperatura proporciona uma maior eficiência na 

extração. Este efeito pode ser atribuído ao fato que, ao elevar a temperatura, 

aumenta-se os coeficientes de solubilidade e difusão dos compostos que serão 

extraídos, bem como ocorre a redução da viscosidade do solvente extrator, 

facilitando a transferência de massa do sistema. Além disso, verifica-se que o 

rendimento da extração é favorecido quando utilizada concentrações 

intermediárias de etanol no solvente extrator. O melhor desempenho observado 

para essas concentrações intermediárias justifica-se, pois, uma elevada 

concentração de água, embora possua uma polaridade favorável à extração, 

confere ao meio extrator uma alta viscosidade, que dificulta uma penetração 

eficiente do solvente na matriz vegetal. Em contrapartida, altas concentrações 

de etanol desnatura proteínas e impede a dissolução dos compostos fenólicos.307 

Logo, essas características contribuem para que uma concentração 

intermediária de etanol possua um melhor desempenho extrativo. Isto torna-se 

mais evidente ao analisar-se as curvas de teor de fenóis e flavonóides totais, 

bem como as de percentual de inibição de DPPH e área total do cromatograma 

de absorbância total, em relação ao percentual de etanol na fase extratora 

(Figura 44). Nestas curvas também se observa uma concordância com os 
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resultados obtidos para o rendimento, uma vez que concentrações 

intermediárias de etanol favoreceram a recuperação de metabólitos secundários 

e, consequentemente uma maior concentração de antioxidantes no extrato. 

 

 

Figura 44: Curvas de (a) rendimento mássico, (b) TPC, (c) TFC, (d) %I, e (e) 
TAC em relação ao %EtOH na fase extratora. 

 

Em contrapartida, ao avaliar-se as superfícies de respostas para o TPC e 

TFC, bem como as de percentual de inibição de DPPH e área total do 

cromatograma de absorbância total, em relação ao tempo e temperatura de 

extração (Figura 45), fica claro a existência de uma interação antagônica 

significativa das variáveis independentes mencionadas. Sob temperaturas mais 

baixas, verifica-se um aumento na recuperação de metabólitos secundários ao 

utilizar-se tempos de extração mais elevados. Contudo, o efeito contrário é 

observado sob elevadas temperaturas, demonstrando que a condução de 

extrações sob tempos e temperaturas elevadas provoca uma redução na 

concentração de compostos fenólicos antioxidantes no extrato e, 

consequentemente, uma redução de sua capacidade antioxidante. Este efeito 
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pode estar relacionado à degradação térmica de compostos fenólicos 

antioxidantes. Este resultado apresenta concordância com efeitos similares 

relatados na literatura. Toh et al.308 descrevem uma relação consistente entre 

tempos de extração prolongados com a redução da atividade antioxidante 

mediante a polimerização dos compostos fenólicos. Além disso, Wong et al.309 

alerta que tempos de extração prolongados favorecem a exposição indesejável 

de compostos fenólicos à fatores como aquecimento, luz e oxigênio, que 

provocam a redução da atividade antioxidante, devido à oxidação destes 

compostos. 

 

 

Figura 45: Superfícies de resposta do modelo quadrático ajustado para o TPC 
(a) e TFC (b), bem como as de percentual de inibição de DPPH (c) e área total 
do cromatograma de absorbância total (d), em relação ao tempo e temperatura 
de extração. 
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4.1.1.3. Maximização das Respostas 

 

A partir dos modelos quadráticos ajustados obtidos, para calcular o valor 

das variáveis independentes que maximizarão as respostas, é preciso verificar 

seu valor no ponto estacionário da superfície onde, do cálculo diferencial, sabe-

se que a primeira derivada parcial da função em relação a essa variável é igual 

a zero. Contudo, o ponto estacionário de uma variável dependente só estará 

presente no modelo se seu coeficiente quadrático for estatisticamente 

significativo. Para fatores em que apenas seus coeficientes lineares foram 

determinados com validade estatística, avaliou-se o sinal da sua respectiva 

primeira derivada, de modo a avaliar se seu efeito para a variável dependente é 

positivo ou negativo. Nos casos em que o efeito foi positivo, tomou-se como 

condição ótima para este fator o seu valor no nível mais alto avaliado. 

Similarmente, para casos de efeitos negativos, tomou-se o valor da variável no 

nível mais baixo. Para os casos em que o efeito de interação teve uma magnitude 

superior aos efeitos individuais, considerou-se se a interação foi sinérgica ou 

antagônica para definir os níveis ótimos. Dessa forma, as condições otimizadas 

para cada modelo estão presentes na Tabela XI.  

 

Tabela XI: Condições otimizadas para UAE de folhas de erva-mate. 

 t (x1) T (x2) %EtOH (x3)  

Rendimento Mássico ns 80 °C 33%  

TPC ¬T ¬t 42%  

TFC ¬T ¬t 50%  

%I ¬T ¬t 50%  

TAC ¬T ¬t 42%  

Condição Otimizada 11,6 min 80 °C 43%  

ns: não significativo a 95% de confiança; ¬x: efeito antagônico à variável x.  

 

 Conforme pode ser visualizado na tabela acima, o percentual de etanol 

ótimo na fase extratora (43%) foi definido a partir da média de valores que 

otimizam cada variável dependente estudada. As variáveis independentes 

temperatura e tempo de extração possuem efeito antagônico entre si para todas 
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as variáveis dependentes, à exceção do rendimento mássico, que atinge os 

maiores valores no nível mais alto da variável temperatura (80 °C), enquanto o 

efeito do tempo de extração não possui significância estatística na faixa 

estudada, à um nível de confiança de 95%. Portanto, optou-se por trabalhar no 

nível mais alto da variável temperatura e no mais baixo da variável tempo (11,6 

min).  

 Tendo em vista a validação experimental do modelo, foram realizados 

mais 3 experimentos, desta vez utilizando as condições de trabalho escolhidas. 

Os resultados obtidos para cada variável dependente, bem como o valor predito 

pelo respectivo modelo estão descritos na Tabela XII. Os resultados obtidos 

experimentalmente não diferem significativamente dos valores preditos, a um 

nível de confiança de 95%. 

 

Tabela XII: Valores preditos das variáveis dependentes estudadas na condição 
de trabalho escolhida e valores experimentais obtidos nestas condições. 

Variável dependente yExp yPredito 

Rendimento (%) 35,3 ± 0,7 35,0 

TPC (mg EAG g-1) 86,7 ± 1,4 87,3 

TFC (mg ER g-1) 45,4 ± 0,8 44,5 

%I 63,2 ± 2,8 61,4 

TAC 32,4 ± 0,4 32,1 

 

 As técnicas de extração convencionais (extração por solvente) foram as 

mais aplicadas nos estudos acerca dos compostos não voláteis da erva-

mate.14,16–18,310–314 Nos processos tradicionais, a eficiência da extração baseia-

se no poder de extração do solvente e na aplicação de aquecimento e/ou 

agitação.315 Neste contexto, os resultados obtidos no presente estudo indicam 

uma eficiência de extração expressivamente superior às relatadas para 

extrações convencionais, quando comparados aos resultados de TPC e TFC 

com a literatura pertinente.14,16–18,310–314 Esse desempenho superior poder ser 

explicado tanto pela utilização de uma metodologia moderna de extração, quanto 

pela abordagem multivariada de otimização, que possibilitaram uma alta 
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eficiência na extração de compostos fenólicos, utilizando um tempo de extração 

relativamente baixo. 

O presente estudo representa a primeira abordagem de otimização 

multivariada de UAE para fins de extração de metabólitos secundários não-

voláteis de folhas de erva-mate, e o segundo a aplicar a UAE para os mesmos 

fins. O estudo anterior, publicado em 2009 por Dugo et al.316 propõe a utilização 

de metanol como solvente extrator, com um tempo de extração de 75 °C, por 

180 min. Contudo, os autores não realizaram uma avaliação quantitativa do 

método de extração, tornando-se impossível uma comparação mais detalhada 

entre as metodologias propostas. 

 Diante dessas evidências, as amostras de erva-mate processada foram 

extraídas por UAE, em triplicata, utilizando a metodologia de extração 

desenvolvida. 

 

4.1.2. Espectrometria de Fluorescência Molecular e PARAFAC 

 

Os extratos obtidos a partir da UAE das amostras processadas de erva-

mate foram submetidos à análise de espectrometria de fluorescência molecular. 

Foram obtidos os espectros de emissão molecular (EEM) na faixa de 500 a 750 

nm, com incremento de 1 nm, com excitação iniciada em 370 a 490 nm, com 

incremento de 10 nm, e velocidade de scan de, aproximadamente 600 nm.min-

1. Para cada amostra foi gerada uma matriz de dimensões 351 × 13 (λemissão × 

λexcitação) que, empilhadas, formam um tensor tridimensional de dimensões  51 × 

351 × 13 (amostra × λemissão × λexcitação). 

De modo geral, a decomposição de sinais de fluorescência de amostras 

de padrões, cuja composição é conhecida, constitui uma tarefa complexa. No 

presente estudo, um desafio ainda maior foi proposto: resolver EEMs de 

fluorescência contendo uma variedade de compostos de identidade 

desconhecida. Neste contexto, a aplicação do algoritmo de PARAFAC 

apresenta-se como uma estratégia promissora para resolver os sinais das 

amostras sem a necessidade utilizar-se padrões. 

Entretanto, antes de proceder com a análise, o sinal de espalhamento 

Rayleigh foi removido das matrizes de fluorescência (Figura 46), dado que esse 
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viola a trilinearidade exigida pelo algoritmo PARAFAC. Para tanto, desprezou-se 

a região das matrizes contendo este sinal de espalhamento, analisando-se 

apenas as emissões de 500-750 nm. As matrizes de todas as análises de 

fluorescência das amostras de erva-mate processada foram ordenadas, uma em 

cima da outra, em um único cubo de dados, formando um tensor tridimensional 

de tamanho 51 × 252 × 13 (amostra × λemissão × λexcitação). Posteriormente, este 

cubo de dados foi analisado com PARAFAC, sob restrição de não negatividade 

nos três modos e critério de convergência de 10-6 para a resolução do ALS. 

 

 

Figura 46: Demonstração da remoção do espalhamento de Rayleigh mediante 
a visualização dos diagramas de contorno das matrizes referentes a análise de 
fluorescência da amostra de erva-mate para tererê (a) antes e (b) após a 
remoção. 

 

Para estimar o número de componentes PARAFAC, os valores de 

CORCONDIA foram calculados para um número crescente de componentes, 

obtendo valores de 100,00%; 99,99%; 74,88%; 46,32% e 1,95% de consistência 

de trilinearidade de 1 a 5 componentes, respectivamente. Observa-se que, para 

4 ou mais fatores ocorre uma expressiva perda de trilinearidade. Portanto, com 

cerca de 75% de consistência de trilinearidade (Figura 47), 3 representa o 

melhor número de fatores para este modelo PARAFAC, que explicou 99,39% da 

variância do sistema.  
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Figura 47: Resultado do teste CORCONDIA: pontos vermelhos indicam os 
elementos da superdiagonal, que devem ser próximos do valor unitário, e os 
pontos em verde são os demais elementos do tensor e devem ter valores 
próximos de zero. A linha amarela indica a trilinearidade perfeita. 

 

A partir das matrizes de peso B e C é possível recuperar os perfis de 

emissão (Figura 48a) e excitação (Figura 48b), respectivamente, dos três 

fatores que contribuem com informações relevantes sobre os principais 

fluoróforos e seus respectivos comprimentos de onda máximos de excitação e 

emissão. Esses perfis apresentaram emissão máxima em 543 nm, 660 nm e 675 

nm, com excitação máxima em 470 nm, 450 nm e 420 nm para o primeiro, 

segundo e terceiro fatores, respectivamente. 
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Figura 48: Perfis recuperados por PARAFAC em ambos os modos, (a) emissão 
e (b) excitação. 

 

Em um estudo recente desenvolvido por Santos et al.,317 os autores 

alertam sobre a dificuldade na identificação dos fluoróforos da erva-mate, em 

razão da escassez de estudos sobre esse assunto. Embora uma biblioteca de 

fluoróforos em alimentos tenha sido recentemente desenvolvida,244 os 

fluoróforos de erva-mate não foram explorados. Contudo, algumas inferências 

podem ser realizadas a partir dos perfis recuperados por PARAFAC. Vale 

ressaltar que, em decorrência da complexa variedade de compostos 

fluorescentes nas folhas de erva-mate, os perfis recuperados de emissão e 

excitação representam a soma das contribuições de moléculas fluorescentes 

similares. 

O primeiro fator PARAFAC apresenta uma excitação máxima em torno de 

470 nm e uma emissão máxima em 543 nm. De acordo com Santos et al. e 

outros relatos da literatura, esse fator pode estar relacionado a compostos 

fenólicos, presentes naturalmente nas folhas de erva-mate.317–319 Mais 

especificamente, esse fator pode estar relacionado a presença de ácidos 

cafeoilquínicos, conhecidos por sua abundância nas folhas de erva-mate.244,320 

O segundo e terceiro fator PARAFAC, que apresentam máximos de excitação e 

emissão em  450/660 nm e 420/675 nm (λex/λem), respectivamente, podem ser 

devido à presença de compostos como feofitina e a clorofila A, conforme 

achados de Santos et al. e Jakob Christensen.244,317,321  
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Uma vez que o ambiente molecular influencia significativamente os perfis 

de emissão e excitação, e tendo em vista a escassez bibliográfica acerca do 

assunto, os resultados do presente estudo contribuem para um melhor 

entendimento dos fluoróforos presentes naturalmente nas folhas de erva-mate. 

 

4.1.2.1. Análise Exploratória por PARAFAC 

 

A partir da matriz de escores A, ou seja, para valores dos fatores 

PARAFAC para cada amostra analisada, foi construído um gráfico de dispersão 

tridimensional, que pode ser visualizado na Figura 49.  

 

 

Figura 49: Gráfico de dispersão tridimensional dos escores obtidos para os três 
fatores PARAFAC. 

 

Como pode ser observado, realizando-se uma análise não-

supervisionada dos dados, obteve-se uma clara segregação do conjunto 

amostral em duas classes no espaço tridimensional: amostras destinadas ao 

mercado brasileiro, em vermelho, e amostras destinadas aos demais mercados 

consumidores dos países platinos (Argentina, Uruguai e Paraguai), em azul, que 

passam por uma etapa de estacionamento em seu processamento. Essa 

discriminação fica ainda mais evidente quando se observa as projeções 
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bidimensionais desses escores (Figura 50), nas quais podemos observar que 

todos os três fatores promovem essa segregação. 

 

 

Figura 50: Gráficos de dispersão das projeções bidimensionais dos escores dos 
fatores PARAFAC. (a) fator 1 × fator 2; (b) fator 1 × fator 3; (c) fator 2 × fator 3. 

 

 Um ponto interessante de ser observado é a posição relativa da amostra 

Uru2 em relação a ambas as classes, ocupando uma posição intermediária em 

todos os três fatores. Essa amostra, embora seja destinada ao mercado externo 

e tenha passado pelo processo de estacionamento como as demais de sua 

classe, foi produzida no Brasil, a partir de folhas cultivadas no estado do Paraná. 

Esse fato, além de elucidar a sua posição no espaço tridimensional entre as duas 

classes, evidencia a contribuição edafoclimático para essa segregação. 

 Outra consideração relevante é o fato que as amostras que passaram pela 

etapa de estacionamento possuem escores inferiores para os fatores 2 e 3, 

quando comparadas às amostras da outra classe. Conforme descrito 

anteriormente, esses fatores estão possivelmente relacionados à presença de 

feofitina e clorofila. Neste contexto, a literatura relacionada corrobora essa 

hipótese. Em 2014, Valduga e colaboradores322 demonstraram a redução nos 

teores destes pigmentos após o período de estacionamento, comportamento 

análogo ao observado no presente estudo para os fatores 2 e 3. Os autores 

relatam, ainda, um aumento na atividade de água e uma redução do pH ao longo 

do período de estacionamento. Além disso, Schmalko e Alzamora (2005) 

descrevem um aumento na cinética de degradação da clorofila sob alta atividade 

de água, enquanto  Koca et al.323 demonstraram que a meia-vida da clorofila foi 

reduzida em pH baixo. A diminuição dos níveis de clorofila e feofitina também foi 

observada durante a vida de prateleira do produto.324 
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Por fim, avaliando os escores para o fator 1, observa-se que as amostras 

dos países platinos possuíram valores superiores às amostras brasileiras, 

indicando uma presença mais elevada de compostos fenólicos nestas amostras. 

Contudo, não há relatos científicos conclusivos publicados acerca dessa 

dissimilaridade metabólica, sendo necessários mais estudos para corroborar os 

achados da presente pesquisa.15,325 

 

4.1.3. Caracterização Química por UHPLC-QTOF-MS 

 

Os extratos obtidos mediante a UAE das folhas de erva-mate foram 

caracterizados por UHPLC-QTOF-MS para cada modo de ionização do 

espectrômetro de massas de alta resolução: positiva e negativa (Figura 51).  

 

 

Figura 51: Cromatograma do pico base  (BPC, do inglês base peak chromatogram), em 
preto, obtido na análise por UHPLC-QTOF-MS (modo negativo), e cromatogramas dos 
compostos detectados por deconvolução espectral e identificados. 

 

A estratégia de identificação dos analitos presentes nos extratos foi 

realizada baseando-se nos seguintes parâmetros de aceitação: massa exata, 

mSigma (medida de concordância entre o padrão isotópico teórico e o 

mensurado, combinando o desvio padrão das massas e intensidades para todos 

os picos isotópicos, ou seja, valores mais baixos indicam melhor ajuste), tempo 

de retenção e perfil de fragmentação característico. Logo, a identificação dos 

compostos foi realizada mediante a verificação de todos esses parâmetros, 

composto por composto, mediante o uso do software Compass DataAnalysis. 

A Figura 52 ilustra um exemplo do processo de identificação positiva, ou 

seja, quando as informações sobre o tempo de retenção e fragmentos 

característicos estão disponíveis, além do conhecimento da fórmula molecular e 
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massa exata, para um composto analisado no modo negativo. Observou-se um 

pico cromatográfico com tempo de retenção de 15,3 min, o qual corresponde, 

possivelmente, ao 5-CQA. O espectro de massas (Figura 52b) apresentou um 

sinal com m/z 353,0881 Da que corresponde à molécula desprotonada do 5-CQA 

(C16H17O9)-, e que possui um erro de massa de 0,8 ppm em relação à massa 

exata teórica, e um erro, em relação ao perfil isotópico teórico, de 0,9 (Figura 

52c). O principal fragmento característico do 5-CQA (191,0556), correspondente 

a  (C7H11O6)-, observado no espectro obtido com a função bbCID foi extraído e 

apresentou o mesmo tempo de retenção que o 5-CQA (Figura 52a), erro de 

massa muito baixo (0,7 ppm) e perfil isotópico similar ao teórico (Figura 52d). 

Portanto, a presença de 5-CQA pôde ser confirmada. 

 

 

Figura 52: Identificação positiva de 5-CQA. (a) Cromatogramas extraídos dos 
íons 353 e 191, sobreposto ao cromatograma da função bbCID. (b) Espectro de 
massas obtido para o pico em 15,3 min. (c) e (d) Comparação dos perfis 
isotópicos mensurados com os teóricos para as espécies (C16H17O9)- e 
(C7H11O6)-, respectivamente. 

 

Em contrapartida, para compostos cujos padrões analíticos não estavam 

disponíveis, foi realizada uma identificação tentativa. Para exemplificar este 

processo, citamos como exemplo o pico presente em 11,6 minutos, cujo espectro 
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de massas apresentou um sinal com m/z 353,0880 Da que corresponderia à 

molécula desprotonada (C16H17O9)-, com um erro de massa de 0,5 ppm, e 5,2 

em relação ao perfil isotópico, o que indicaria tratar-se de um ácido 

cafeoilquínico. Avaliando-se os principais fragmentos, verifica-se a presença dos 

sinais em 191,0561, 179,0349 e 135,0453 m/z, que corresponderiam às espécies 

(C7H11O6)-, (C9H7O4)- e (C8H7O2)-, respectivamente. Comparando a ordem de 

eluição dos ácidos clorogênicos reportada na literatura e o padrão de 

fragmentação obtida com a registrada no MassBank para o 3-CQA, verifica-se 

uma notória similaridade (Figura 53). Logo, esse composto foi tentativamente 

identificado como 3-CQA. 

 

 

Figura 53: Identificação tentativa de 3-CQA. (a) Espectro de massas dos 
fragmentos de 3-CQA obtido na literatura. (b) Espectro de massas dos 
fragmentos do composto presente em 11,6 min. 

 

A Tabela XIII resume todos os compostos identificados nas amostras dos 

extratos: 
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Tabela XIII: Compostos identificados nas amostras de erva-mate por UHPLC-
QTOF-MS. 

# Composto 
tR 

(min) 
Fórmula 

m/z 
Calculado 

m/z 
Observado 

Erro 
(ppm) 

Fragmentos MS2 

1 Teobromina1 3,3 C7H8N4O2 181,0725 181,0726 0,6  

2 Cafeína1 10,5 C8H10N4O2 195,0882 195,0869 3,6  

3 3-CQA 11,6 C16H18O9 353,0878 353,0880 0,5 191, 179, 135 

4 4-CQA 14,6 C16H18O9 353,0878 353,0877 0,4 173, 179, 135 

5 3-FQA 14,7 C17H20O9 367,1035 367,1034 0,2 179, 173 

6 3-pCoQA 14,8 C16H18O8 337,0929 337,0928 0,4 173 

7 5-CQA1 15,3 C16H18O9 353,0878 353,0511 0,8 191 

8 4-FQA 18,0 C17H20O9 367,1035 367,1030 1,3 191, 173 

9 5-FQA 18,9 C17H20O9 367,1035 367,1033 0,5 191 

10 Rutina1 20,2 C27H30O16 609,1461 609,1451 1,5 300 

11 
Campferol-3-
O-rutinosídeo 

22,2 C27H30O15 593,1512 593,1500 1,7 285 

12 
Quercetina-
glucosídeo 

22,3 C21H20O12 463,0882 463,0875 1,4 300 

13 
Campferol-3-
O-glicosídeo 

24,4 C21H20O11 447,0923 447,0931 1.3 284 

14 3,4-di-CQA 26,4 C25H24O12 515,1195 515,1183 2,4 353, 179, 173 

15 3,5-di-CQA 26,7 C25H24O12 515,1195 353,0871 2,2 353, 191, 179, 173 

16 4,5-di-CQA 28,7 C25H24O12 515,1195 353,0874 1,5 353, 173, 179, 135 

17 3C, 4F-QA 29,9 C26H25O12 529,1351 529,1341 1,9 367 

18 3F, 5C-QA 30,7 C26H25O12 529,1351 529,1341 1,2 367 

19 4C,5F-QA 32,1 C26H25O12 529,1351 529,1340 0,7 367 
1: identificado positivamente, com auxílio de padrão analítico. 

 

A análise dos extratos hidroalcóolicos de erva-mate pela técnica de 

UHPLC-QTOF-MS possibilitou a identificação de 19 componentes, divididos nas 

seguintes classes: ácidos clorogênicos (13 compostos), glicosídeos flavonóides 

(3 compostos), metilxantinas (2 compostos) e flavonoide (1 composto). Todos os 

componentes foram detectáveis no modo de ionização negativo, exceto as 

metilxantinas que foram ionizadas apenas no modo positivo.  

O grupo de ácidos clorogênicos foi composto, predominantemente, por 

ésteres de ácido cafeico (principalmente ácidos mono e dicafeoilquínicos). Entre 

os monoésteres cafeoilquínicos, foram identificados o 3-CQA, 4-CQA e o 5-CQA, 

enquanto os dicafeoilquínicos incluíram 3,4-di-CQA, 3,5-di-CQA e 4,5-di-CQA. 

Além desses compostos, as amostras continham os derivados feruloilquínicos 3-

FQA, 4-FQA, e 5-FQA, e o derivado p-cumaroilquínicos 3-pCoQA. Outros CGAs 

identificados foram o 3C,4F-QA, 3F,5C-QA e 4C,5F-QA.  

De maneira geral, os extratos obtidos por UAE de erva-mate tiveram um 

perfil qualitativo semelhante aos descritos na literatura, que também relatam a 
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presença dos ácidos clorogênicos identificados neste estudo, bem como das 

metilxantinas cafeína e teobromina e do flavonoide rutina.18,71,316,326–328   

 

4.1.4. Quantificação das metilxantinas e dos compostos fenólicos 

 

Embora as amostras analisadas por UHPLC-QTOF-MS tenham se 

mostrado qualitativamente similares, podem ser observadas diferenças na 

concentração dos compostos. Neste contexto, a técnica de HPLC-DAD foi 

utilizada para a quantificação dos compostos fenólicos e metilxantinas presentes 

nos extratos obtidos por UAE, identificados pela técnica de UHPLC-QTOF-MS. 

Para tanto, foram utilizadas três abordagens: (I) método da padronização 

externa, aplicado aos compostos: cafeína, teobromina, rutina e 5-CQA; (II) 

quantificação em termos de equivalentes de 5-CQA, aplicada aos ácidos 

clorogênicos tentativamente identificados nos extratos; (III) quantificação em 

termos de equivalentes de rutina, aplicada aos flavonoides: campferol-3-O-

rutinosídeo, campferol-3-O-glicosídeo e quercetina-glucosídeo. 

Para a padronização externa, as figuras de mérito seletividade, 

linearidade, precisão e limites de detecção e quantificação foram avaliadas. A 

seletividade foi comprovada mediante injeção de soluções padrão dos quatro 

analitos identificados, sem co-eluição com outros compostos presentes na 

matriz. Os intervalos de concentração avaliados para os analitos apresentaram 

linearidade, uma vez que, os incrementos de concentração utilizados na 

construção das curvas de calibração (Figura 54) obtiveram áreas 

cromatográficas diretamente proporcionais, com coeficientes de determinação 

(r2) superiores a 0,99.  
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Figura 54: Curvas de calibração com (a) teobromina, (b) cafeína, (c) 5-CQA e 
(d) rutina para a quantificação por HPLC-DAD. 

 

Os resultados obtidos para a precisão e o limite de detecção (LD) e 

quantificação (LD) foram obtidos a partir da curva analítica e estão apresentados 

na Tabela XIV. Os valores de LD e LQ e são adequados para a determinação 

dos compostos nas amostras estudadas, pois as concentrações obtidas nas 

amostras avaliadas são superiores aos limites determinados. Para o cálculo da 

precisão, obteve-se valores de coeficiente de variação percentual entre 0.10 e 

2,39%. Estes valores comprovam a precisão instrumental, pois não excederam 

5% de variação. 

 

Tabela XIV: Resultados dos ensaios de precisão, limite de detecção e limite de 
quantificação 

Analito LD (ng L-1) LQ (ng L-1) CV (%) 

Teobromina 0,06 0,20 0,27 

Cafeína 0,42 1,40 0,10 

5-CQA 1,91 6,35 2,39 

Rutina 2,20 7,32 0,29 

 

Logo, a Tabela XV apresenta os resultados obtidos para a quantificação 

dos compostos. 
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Tabela XV:  Concentração dos compostos identificados nos extratos de erva-mate obtidos por UAE, em base seca (mg g-1 folha 
seca). 

 3-CQA 3-FQA 3-pCoQA 4-CQA 5-CQA 4-FQA 5-FQA 3,4-di-CQA 3,5-di-CQA 4,5-di-CQA 

  Concentrações (média ± DP), n = 3 

Br1 32,749 ± 0,061 0,138 ± 0,007 0,154 ± 0,002 11,934 ± 0,016 21,443 ± 0,076 0,487 ± 0,010 0,387 ± 0,016 33,888 ± 0,052 7,179 ± 0,045 14,014 ± 0,256 

Br2 29,816 ± 0,011 0,156 ± 0,004 0,180 ± 0,002 12,187 ± 0,014 20,616 ± 0,067 0,373 ± 0,001 0,452 ± 0,012 30,386 ± 0,062 8,156 ± 0,039 17,637 ± 0,234 

Br3 30,663 ± 0,011 0,127 ± 0,004 0,145 ± 0,002 11,954 ± 0,023 21,380 ± 0,049 0,489 ± 0,005 0,368 ± 0,006 31,068 ± 0,067 6,799 ± 0,029 14,739 ± 0,506 

Br4 34,956 ± 0,128 0,135 ± 0,004 0,167 ± 0,003 13,175 ± 0,070 22,847 ± 0,055 0,392 ± 0,007 0,419 ± 0,082 35,270 ± 0,074 8,679 ± 0,041 18,528 ± 0,414 

Br5 33,736 ± 0,063 0,153 ± 0,002 0,167 ± 0,004 12,464 ± 0,014 20,441 ± 0,038 0,418 ± 0,007 0,427 ± 0,005 37,191 ± 0,048 9,025 ± 0,053 20,571 ± 0,618 

Br6 32,405 ± 0,159 0,113 ± 0,009 0,148 ± 0,006 11,768 ± 0,034 21,976 ± 0,078 0,355 ± 0,014 0,416 ± 0,017 41,442 ± 0,124 9,391 ± 0,106 21,683 ± 0,194 

Br7 37,811 ± 0,075 0,109 ± 0,009 0,155 ± 0,003 12,291 ± 0,058 21,665 ± 0,088 0,365 ± 0,023 0,495 ± 0,024 42,695 ± 0,275 10,202 ± 0,213 18,566 ± 0,762 

Br8 32,792 ± 0,089 0,138 ± 0,002 0,157 ± 0,002 11,879 ± 0,042 21,062 ± 0,062 0,400 ± 0,016 0,404 ± 0,075 34,078 ± 0,144 8,461 ± 0,057 18,661 ± 0,366 

Br9 34,521 ± 0,105 0,132 ± 0,003 0,162 ± 0,001 11,892 ± 0,018 20,075 ± 0,019 0,403 ± 0,004 0,409 ± 0,014 37,286 ± 0,089 10,716 ± 0,007 19,962 ± 1,700 

Br10 34,446 ± 0,127 0,141 ± 0,005 0,172 ± 0,001 12,082 ± 0,014 22,409 ± 0,040 0,357 ± 0,008 0,483 ± 0,092 46,612 ± 0,135 10,316 ± 0,101 22,446 ± 0,790 

Br11 32,578 ± 0,164 0,137 ± 0,008 0,154 ± 0,006 12,185 ± 0,034 19,962 ± 0,065 0,432 ± 0,013 0,402 ± 0,005 43,329 ± 0,148 9,919 ± 0,076 23,322 ± 0,564 

Pg 28,936 ± 0,126 0,146 ± 0,002 0,161 ± 0,004 16,429 ± 0,048 21,562 ± 0,071 0,823 ± 0,006 0,509 ± 0,001 39,916 ± 0,037 10,104 ± 0,082 25,957 ± 0,643 

Uru1 36,088 ± 0,352 0,113 ± 0,014 0,144 ± 0,009 14,791 ± 0,069 21,669 ± 0,111 0,597 ± 0,056 0,429 ± 0,020 38,948 ± 0,224 9,087 ± 0,082 22,051 ± 0,142 

Uru2 30,201 ± 0,165 0,119 ± 0,003 0,155 ± 0,001 12,652 ± 0,062 20,919 ± 0,094 0,485 ± 0,011 0,383 ± 0,009 30,512 ± 0,167 7,816 ± 0,067 17,976 ± 0,389 

Arg1 28,894 ± 0,133 0,134 ± 0,004 0,160 ± 0,004 15,536 ± 0,075 23,402 ± 0,346 0,526 ± 0,002 0,511 ± 0,003 32,958 ± 0,106 8,273 ± 0,128 23,363 ± 0,684 

Arg2 32,076 ± 0,043 0,139 ± 0,002 0,163 ± 0,002 17,723 ± 0,065 25,419 ± 0,342 0,594 ± 0,002 0,553 ± 0,002 38,507 ± 0,091 9,300 ± 0,043 29,562 ± 0,408 

Arg3 31,898 ± 0,137 0,108 ± 0,002 0,151 ± 0,003 18,284 ± 0,020 23,701 ± 0,014 0,565 ± 0,002 0,553 ± 0,005 39,580 ± 0,032 9,827 ± 0,041 32,818 ± 0,204 
DP: desvio padrão 
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Continuação da Tabela XIV 

 

 

3C,4F-QA 3F,5C-QA 4C,5F-QA Teobromina Cafeína Rutina 
Campferol-3-

O-Rutinosídeo 
Quercetina-
Glucosídeo 

Campferol-3-O-
Glicosídeo 

  Concentrações (média ± DP), n = 3 

Br1 1,428 ± 0,002 0,982 ± 0,006 0,855 ± 0,008 0,628 ± 0,002 8,642 ± 0,011 8,801 ± 0,019 2,501 ± 0,088 3,724 ± 0,039 3,213 ± 0,046 

Br2 0,771 ± 0,005 0,645 ± 0,001 0,794 ± 0,007 0,331 ± 0,005 8,049 ± 0,015 7,973 ± 0,021 2,495 ± 0,126 3,861 ± 0,073 3,019 ± 0,102 

Br3 0,962 ± 0,004 0,629 ± 0,003 0,676 ± 0,019 0,433 ± 0,006 7,898 ± 0,018 8,302 ± 0,019 2,487 ± 0,068 3,528 ± 0,048 3,147 ± 0,097 

Br4 0,723 ± 0,008 0,494 ± 0,001 0,620 ± 0,011 0,799 ± 0,002 12,201 ± 0,048 7,347 ± 0,018 2,560 ± 0,059 4,172 ± 0,044 2,944 ± 0,046 

Br5 0,744 ± 0,001 0,501 ± 0,002 0,684 ± 0,008 0,685 ± 0,001 10,550 ± 0,014 7,719 ± 0,031 2,640 ± 0,020 4,617 ± 0,077 2,749 ± 0,125 

Br6 0,660 ± 0,003 0,434 ± 0,003 0,635 ± 0,002 0,647 ± 0,001 11,590 ± 0,022 6,472 ± 0,024 2,589 ± 0,026 3,795 ± 0,080 2,873 ± 0,167 

Br7 0,885 ± 0,003 0,456 ± 0,004 0,588 ± 0,015 0,861 ± 0,007 16,054 ± 0,015 7,059 ± 0,017 2,603 ± 0,009 4,833 ± 0,056 2,303 ± 0,026 

Br8 0,706 ± 0,002 0,452 ± 0,004 0,622 ± 0,034 0,795 ± 0,008 8,870 ± 0,031 7,873 ± 0,011 2,627 ± 0,039 4,054 ± 0,027 3,140 ± 0,014 

Br9 0,829 ± 0,001 0,518 ± 0,003 0,718 ± 0,006 1,082 ± 0,012 9,657 ± 0,025 7,817 ± 0,005 2,550 ± 0,063 3,866 ± 0,067 2,919 ± 0,020 

Br10 0,807 ± 0,004 0,558 ± 0,005 0,772 ± 0,001 0,714 ± 0,003 8,614 ± 0,018 9,086 ± 0,024 2,623 ± 0,042 3,706 ± 0,044 3,243 ± 0,144 

Br11 0,764 ± 0,000 0,528 ± 0,007 0,718 ± 0,008 0,706 ± 0,005 11,238 ± 0,040 7,448 ± 0,023 2,560 ± 0,025 3,998 ± 0,016 2,960 ± 0,025 

Pg 1,059 ± 0,006 0,803 ± 0,001 0,941 ± 0,012 0,371 ± 0,007 11,036 ± 0,035 9,956 ± 0,033 2,477 ± 0,091 3,789 ± 0,045 3,246 ± 0,086 

Uru1 0,849 ± 0,005 0,551 ± 0,006 0,719 ± 0,023 0,437 ± 0,001 10,601 ± 0,011 9,408 ± 0,035 2,636 ± 0,008 4,181 ± 0,064 3,106 ± 0,082 

Uru2 0,713 ± 0,002 0,468 ± 0,005 0,648 ± 0,006 0,826 ± 0,005 9,076 ± 0,038 7,705 ± 0,040 2,542 ± 0,043 3,770 ± 0,029 2,915 ± 0,040 

Arg1 0,812 ± 0,002 0,551 ± 0,004 0,780 ± 0,007 0,658 ± 0,011 10,716 ± 0,031 9,968 ± 0,036 2,501 ± 0,037 3,627 ± 0,089 3,458 ± 0,103 

Arg2 0,962 ± 0,003 0,746 ± 0,007 0,992 ± 0,016 0,815 ± 0,006 13,802 ± 0,025 10,491 ± 0,004 2,535 ± 0,004 3,772 ± 0,012 3,366 ± 0,056 

Arg3 0,919 ± 0,008 0,743 ± 0,009 1,032 ± 0,014 0,636 ± 0,003 11,914 ± 0,009 9,101 ± 0,011 2,447 ± 0,095 3,708 ± 0,040 3,249 ± 0,063 
DP: desvio padrão 
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Conforme pode ser observado na tabela acima, as concentrações de 

metilxantinas nas amostras analisadas variaram entre 0,33 e 1,08 mg.g-1 para a 

teobromina e 7,90 e 16,05 mg.g-1 para a cafeína. A concentração do flavonoide 

rutina nas amostras analisadas variaram de: 6,47 mg.g-1 a 10,49 mg.g-1. Por fim, 

as concentrações determinadas para os principais ácidos clorogênicos variaram 

de: 28,89 a 37,81 mg.g-1 para o 3-CQA; 11,77 a 18,28  mg.g-1 para o 4-CQA; 

19,96 a 25,42 mg.g-1 para o 5-CQA; 0,11 a 0,66 mg.g-1 para o 3-FQA; 0,35 a 0,82 

mg.g-1 para o 4-FQA; 0,37 a 0,55 mg.g-1 para o 5-FQA; 30,39 a 46,61 mg.g-1 para 

o 3,4-di-CQA; 6,80 a 10,72 mg.g-1 para o 3,5-di-CQA; e 14,01 a 32,82 mg.g-1 

para o 4,5-di-CQA. 

Avaliando-se a literatura científica pertinente, encontram-se diversos 

estudos envolvendo a quantificação de compostos fenólicos e metilxantinas em 

diferentes tipos de extratos. Em 2018, Mateos et al.327 analisaram 

quantitativamente compostos presentes em extratos de diferentes marcas de 

erva-mate, obtidos por extração sólido-líquido a temperatura ambiente utilizando 

uma solução extratora composta por acetona:água (50:50 v/v). Os autores 

relatam concentrações das metilxantinas variando de 0,95 a 1,16 mg.g-1 para a 

teobromina e de 7,16 a 8,95 mg.g-1 para a cafeína. Embora a faixa de 

concentração de teobromina reportada pelos autores seja razoavelmente similar 

à encontrada no presente estudo, a concentração de cafeína obtida neste 

trabalho foi ligeiramente superior. Os autores relatam faixas de concentração de 

CQAs, di-CQAs, e rutina, inferiores aos reportados no presente estudo.  

Em um estudo anterior, Dartora et al. (2011)328 analisaram extratos 

aquosos de amostras de erva-mate oriundas de diferentes regiões e etapas de 

seu processamento industrial. O teor de teobromina reportado ficou entre 1,63 e 

4,61 mg.g-1, enquanto o teor de cafeína ficou entre 4,68 e 18,9 mg.g-1, e o de 

rutina entre 1,21 e 5,73 mg.g-1. Portanto, embora o teor de teobromina 

determinado no presente estudo seja ligeiramente inferior ao obtido por Dartora 

et al., os teores de cafeína foram similares e os de rutina foram superiores nesta 

presente investigação. A concentração dos ácidos clorogênicos determinadas na 

presente tese foram expressivamente superiores aos reportados por Dartora et 

al.  
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Essas diferenças reportadas nos estudos anteriores sobre o tema estão 

possivelmente relacionadas ao método extrativo e solventes utilizados. Além 

disso, a cavitação promovida pela UAE e as temperaturas mais elevadas, ambas 

utilizadas no presente estudo, intensificam a transferência de massa da matriz 

para o meio extrator. 

Por fim, vale ressaltar que inferências mais detalhadas acerca das 

similaridades e dissimilaridades entre as amostras analisadas neste estudo 

tornam-se difíceis e morosas, em decorrência da quantidade elevada de 

amostras e variáveis analisadas. Logo, a utilização de uma ferramenta 

quimiométrica que auxilie a explicitar a variância contida neste sistema torna-se 

altamente recomendável.   

 

4.1.4.1. Análise por componentes principais  

 

A fim de explorar as similaridades e as dissimilaridades entre as amostras 

das diferentes regiões estudadas, foi realizado um processo de reconhecimento 

de padrões pelo método não-supervisionado de análise por componentes 

principais (PCA). Para tanto, os dados previamente autoescalonados, dando o 

mesmo peso a todas as variáveis, realizando-se a PCA na sequência. A primeira 

componente obtida (PC1) explicou 36,14% da variabilidade dos dados, enquanto 

a PC2 explica 24,81%, somando mais de 60% da variância do sistema nas duas 

primeiras novas dimensões. Os escores da PCA para a PC1 e PC2 estão 

apresentados na Figura 55a.  
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Figura 55: (a) Gráfico de escores e (b) gráfico biplot de pesos e escores para a 
PC1 e PC2. 

 

Observa-se que a maioria das amostras oriundas da Argentina, Paraguai 

e Uruguai (pontos vermelhos) encontram-se dispersas no lado esquerdo do 

gráfico, ou seja, com valores de escore negativos na PC1, mas com valores tanto 

positivos quanto negativos na PC2. Em contrapartida, as amostras brasileiras 

(pontos azuis, verde claro e escuro) encontram-se dispersas no lado direito do 

gráfico, ou seja, com valores de escore positivos na PC1, mas com valores tanto 

positivos quanto negativos na PC2. Portanto, a PC1 parece conter as 

informações que discriminam a origem geográfica das folhas. Essa constatação 

ganha ainda mais força ao avaliar-se a posição das amostras Uru2 que, embora 

sejam de um produto destinando ao mercado consumidor uruguaio, foram 

produzidas a partir de folhas cultivadas no Brasil. 

Paralelamente, ao observar-se o grupo de amostras oriundas do Brasil, 

podemos perceber alguns agrupamentos, ainda que com alguma sobreposição, 

que refletem a natureza do cultivo e processamento da matéria-prima. Amostras 

brasileiras produzidas a partir de folhas de ervais nativos (pontos azuis e verde 

escuro) assumiram, majoritariamente, valores de escores na PC2 superiores aos 

das amostras produzidas a partir de folhas de ervais cultivados (pontos em verde 

claro). Ademais, dentro do grupo de amostras de folhas nativas, as amostras de 

erva-mate destinadas ao preparo de tererê, que possuem um perfil 

granulométrico similar aos utilizados nos produtos destinados aos países 

platinos, o que explicaria sua posição relativamente próxima às amostras Uru1. 
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Avaliando o gráfico biplot de escores e pesos (Figura 55b), bem como o 

gráfico de pesos para a PC1 e PC2 (Figura 56a e 56b, respectivamente), 

observa-se que valores positivos na PC1 estão associados à uma quantidade 

elevada de metilxantinas e dos flavonoides campferol-3-O-rutinosídeo e 

quercetina-glucosídeo, enquanto valores negativos nessa PC indicam uma maior 

quantidade de ácidos clorogênicos, à exceção do 3-CQA., 3,4-di-CQA e 3,5-di-

CQA. Em contrapartida, escores negativos na PC2 indicam maiores 

concentrações de metilxantinas, ácidos clorogênicos e flavonoides, à exceção 

de algumas espécies minoritárias, como o 3-FQA, por exemplo. 

 

 

Figura 56: Pesos de cada variável nas (a) PC1 e (b) PC2. 
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A partir destas informações, verifica-se que as folhas de erva-mate 

produzidas a partir de ervais cultivados possuem uma quantidade mais elevada 

de ácidos clorogênicos. Sabe-se da literatura que ervais nativos possuem 

cobertura vegetal, ou seja, são sombreados, enquanto os cultivados não 

possuem essa cobertura, ou seja, as plantas recebem uma maior incidência de 

luz solar. Além disso, a literatura científica tem reportado que a exposição à luz 

solar promove um aumento da produção de compostos fenólicos em plantas, 

protegendo-a da exposição à radiação UV.329,330 Esses relatos explicariam os 

baixos valores de escores na PC2 e, por conseguinte, a maior concentração de 

ácidos clorogênicos e flavonoides em amostras de produtos produzidos a partir 

de folhas oriundas de ervais nativos. Além disso, essa concentração mais 

elevada de ácidos clorogênicos pode estar relacionada ao sabor do produto, uma 

vez que a erva-mate produzida a partir de folhas cultivadas possuem um sabor 

mais “amargo” que os produtos provenientes de plantas nativas.69,70 

No que diz respeito aos escores na PC1 para amostras brasileiras e de 

países platinos, os resultados apontam uma maior concentração da maioria dos 

ácidos clorogênicos e flavonoides em amostras dos países platinos. Esses 

resultados corroboram com os obtidos com a técnica de fluorescência molecular 

aliada à modelagem PARAFAC. Contudo, estudos mais aprofundados, com um 

maior conjunto amostral devem ser conduzidos para investigar essa 

constatação, uma vez que não há relatos científicos conclusivos acerca dessa 

dissimilaridade metabólica.15,325 

 

4.2. METABÓLITOS VOLÁTEIS 

 

A GC/qMS, apesar de apresentar-se como uma técnica amplamente 

utilizada para fins de caracterização de compostos voláteis, não possui o poder 

de resolução e análise capaz de elucidar de forma detalhada a composição 

química desses. Neste contexto, a GC×GC/TOFMS apresenta-se como uma 

ferramenta analítica poderosa, devido a sua maior capacidade de pico, 

seletividade, detectabilidade, eluição estruturalmente organizada dos analitos no 

plano bidimensional, entre outros aspectos.258,331 
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Dessa forma, as frações voláteis obtidas a partir da hidrodestilação de 

folhas in natura e processadas de erva-mate foram submetidas à análise por 

GC×GC/TOFMS. Os diagramas de cores obtidos para as amostras de folhas 

frescas e processadas (Figura 57) ilustram a melhor separação obtida. Pode-se 

observar nestes diagramas que ambas as amostras contêm uma mistura 

complexa de compostos que, por sua vez, possuem uma razoável similaridade 

de seus dados espectrais.  

 

 

Figura 57: Diagramas de cores referentes aos cromatogramas de corrente iônica 
total das análises por GC×GC/TOFMS de óleos essenciais de (a) folhas frescas 
e (b) processadas de erva-mate. 

 

 Os compostos detectados foram tentativamente identificados mediante a 

combinação de seus dados de similaridade espectral com a literatura e LTPRI. 

A Tabela XVI apresenta os compostos tentativamente identificados, bem como 

suas áreas percentuais, LTPRI da literatura (LTPRILit) e a diferença entre o valor 

calculado e o de referência (∆LTPRI = LTPRIExp - LTPRILit). Para avaliar a 
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contribuição de cada composto para a área cromatográfica total, foi utilizada uma 

abordagem semiquantitativa, que desconsidera o fator de resposta de cada 

composto e apenas considera a diferença de área entre os picos. Nessa 

abordagem, a soma de todas as áreas dos picos detectados (desconsiderando-

se as áreas correspondentes à sangria da coluna e solvente) foi considerada 

100% da amostra e, para cada pico, foi calculada a área percentual relativa (a 

razão entre a área do pico e a área total, multiplicada por 100). 

 

Tabela XVI: Resultados da análise por GC×GC/TOFMS para a fração volátil de 
folhas de erva-mate frescas e processadas. 
 

Compostos LTPRILit 
Folhas Frescas 

  
Folhas 

Processadas 

Δ LTPRI A%   Δ LTPRI A% 

1 3-Metil-hexano 673 10 1,37   10 0,515 

2 trans-1,3-Dimetil-ciclopentano 684 -1 1,61   -1 0,517 

3 Ciclohexeno 678 10 3,20   12 0,278 

4 1-Penten-3-ona 687 n.i. n.i.   6 0,155 

5 Pentanal 700 n.i. n.i.   0 0,145 

6 Heptano 700 2 1,93   2 1,056 

7 2-Etil-furano 705 -3 0,658   -3 1,041 

8 Tetrahidro-2,5-dimetil-furano 727 -15 0,363   -15 0,290 

9 2,4-Dimetilfurano 729 -15 0,097   n.i. n.i. 

10 Metil-ciclohexano 725 -1 0,225   -1 0,157 

11 2,4-Dimetil-hexano 736 -7 0,033   -5 0,143 

12 3-Metil-1-hepteno 743 2 0,009   n.i. n.i. 

13 (E)-2-Pentenal 754 n.i. n.i.   1 0,145 

14 2-Metil-heptano 762 0 0,014   n.i. n.i. 

15 3-Metil-heptano 771 0 0,037   n.i. n.i. 

16 cis-1,3-Dimetilciclohexano 777 2 0,022   n.i. n.i. 

17 3-Hexanona 783 n.i. n.i.   0 0,148 

18 2-Hexanona 790 n.i. n.i.   0 0,140 

19 Octano 800 n.i. n.i.   0 0,283 

20 2-Hexanol 800 2 0,049   0 0,156 

21 Hexanal 802 n.i. n.i.   -2 0,177 

22 Furfural 836 n.i. n.i.   0 0,158 

23 1,6-Dimetilhepta-1,3,5-trieno 837 n.i. n.i.   8 0,152 

24 2-Hexenal 855 -4 0,138   -4 0,225 

25 (Z)-3-Hexen-1-ol 857 -2 1,009   -2 0,148 

26 2-(2-Propenil)-furano 857 n.i. n.i.   -2 0,149 

27 Etilbenzeno 862 n.i. n.i.   0 0,215 

28 1-Hexanol 871 -3 0,084   -3 0,149 

29 p-Xileno 870 n.i. n.i.   0 0,222 

30 2-Heptanona 891 n.i. n.i.   0 0,147 
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31 o-Xileno 894 n.i. n.i.   0 0,154 

32 (Z)-4-Heptenal 898 n.i. n.i.   0 0,155 

33 Nonano 900 0 0,042   0 0,149 

34 Heptanal 902 n.i. n.i.   -2 0.156 

35 Formato de (Z)-3-hexenila 920 0 0,271   n.i. n.i. 

36 α-Pineno 930 n.i. n.i.   6 0,146 

37 6-Metil-2-heptanona 955 n.i. n.i.   0 0,143 

38 (E)-2-Heptenal 958 n.i. n.i.   -2 0,145 

39 Benzaldeído 960 2 0,250   2 0,445 

40 1-Heptanol 965 -1 0,016   4 0,147 

41 Propanoato de pentila 973 n.i. n.i.   0 0,144 

42 2,6,6-Trimetoxi-2-
viniltetrahidropirano 

971 n.i. n.i.   4 0,157 

43 1-Octen-3-ol 979 -1 0,400   -1 0,152 

44 Sabineno 975 n.i. n.i.   5 0,141 

45 2,3-Octanediona 983 -1 0,019   -1 0,147 

46 3-Octanona 985 0 0,010   0 0,141 

47 6-Metil-5-hepten-2-ona 988 -3 0,060   -3 0,256 

48 Benzonitrila 986 n.i. n.i.   -1 0,140 

49 β-Pineno 991 0 0,222   0 0,307 

50 2-Pentil-furano 991 0 0,183   0 0,172 

51 2-Octanona 991 0 0,051   n.i. n.i. 

52 3-Octanol 995 0 0,202   n.i. n.i. 

53 1,2,3-Trimetil-benzeno 996 n.i. n.i.   0 0,145 

54 (E,E)-2,4-Heptadienal 998 0 0,019   -2 0,253 

55 2-Octanol 998 n.i. n.i.   0 0,146 

56 Decano 1000 0 0,087   0 0,148 

57 2,6-Dimetil-2,6-octadieno 990 n.i. n.i.   12 0,147 

58 (E)-2-Pentenilfurano 1002 0 0,404   n.i. n.i. 

59 Octanal 999 n.i. n.i.   3 0,176 

60 Acetato de (Z)-3-hexen-1-ol  1005 1 0,011   n.i. n.i. 

61 α-Felandreno 1003 5 0,005   5 0,154 

62 (E,E)-2,4-Heptadienal 1008 n.i. n.i.   1 0,697 

63 α-Terpineno 1017 n.i. n.i.   2 0,156 

64 o-Cimeno 1026 0 0,027   0 0,191 

65 1,2,4-Trimetil-benzeno 1026 n.i. n.i.   0 0,143 

66 Limoneno 1029 3 0,529   3 0,653 

67 β-Felandreno 1030 4 0,012   4 0,149 

68 3-Etil-2-metil-1,3-hexadieno 1030 n.i. n.i.   4 0,146 

69 1,8-Cineol 1031 5 0,108   5 0,931 

70 Álcool benzílico 1032 4 0,374   4 0,177 

71 (Z)-β-Ocimeno 1037 1 0,040   1 0,184 

72 2,6,6-Trimetilciclohexanone 1036 2 0,083   n.i. n.i. 

73 2-Hidroxi-benzaldeído 1041 n.i. n.i.   4 0,170 

74 Benzenoacetaldeído 1042 3 0,161   3 0,403 

75 (E)-β-Ocimeno 1050 -1 0,135   -1 0,278 

76 Melonal 1044 n.i. n.i.   11 0,140 

77 (E)-2-Octenal 1058 0 0,053   0 0,197 

78 γ-Terpineno 1060 2 0,021   2 0,161 
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79 Octanol 1069 1 0,136   1 0,242 

80 (E,E)-3,5-Octadien-2-ona 1068 n.i. n.i.   2 0,212 

81 m-Tolualdeído 1069 3 0,003   3 0,211 

82 Óxido de trans-linalol 1073 1 0,053   2 0,487 

83 Formato benzílico 1081 -2 0,294   n.i. n.i. 

84 2-Etil-3,6-dimetilpirazina 1082 n.i. n.i.   -1 0,147 

85 p-Tolualdeído 1082 n.i. n.i.   3 0,141 

86 Óxido de cis-linalol 1087 4 0,985   4 0,429 

87 o-Guaiacol 1089 n.i. n.i.   2 0,152 

88 Terpinoleno 1089 3 0,114   3 0,227 

89 p-Cimeneno 1091 n.i. n.i.   1 0,162 

90 Fenchona 1087 n.i. n.i.   5 0,189 

91 3,5-Octadien-2-ona 1092 n.i. n.i.   2 0,179 

92 Undecano 1100 0 0,061   0 0,141 

93 Linalol 1097 3 17,611   3 5,581 

94 (Z,Z)-3,6-Nonadienal 1100 2 0,784   n.i. n.i. 

95 2,6-Dimetil-1,7-octadien-3-ol 1095 n.i. n.i.   7 9,960 

96 Nonanal 1102 2 0,180   n.i. n.i. 

97 Hotrienol 1108 -4 0,683   -2 0,878 

98 6-Metil-(E)-3,5-heptadien-2-ona 1107 n.i. n.i.   -1 0,241 

99 (E,E)-2,4-Octadienal 1113 n.i. n.i.   -3 0,155 

100 2,5-Dimetilciclohexanol 1099 13 0,044   15 0,191 

101 Álcool feniletílico 1116 0 0,254   9 0,140 

102 Mircenol 1123 n.i. n.i.   -3 0,148 

103 α-Ciclocitral 1122 n.i. n.i.   2 0,199 

104 Isoforona 1121 n.i. n.i.   3 0,150 

105 Cetona dehidro-sabina 1121 n.i. n.i.   5 0,176 

106 (allo)-Ocimeno 1132 -2 0,060   -2 0,194 

107 Cosmeno 1130 2 0,012   0 0,148 

108 Isobutanoato de (Z)-3-hexenila  1145 -1 0,045   n.i. n.i. 

109 Neo-allo-ocimeno 1144 n.i. n.i.   0 0,141 

110 trans-Pinocarveol 1139 7 3,670   7 0,565 

111 4-Oxoisoforona 1147 -1 0,029   -1 0,179 

112 Ipsdienol 1145 n.i. n.i.   3 0,147 

113 cis-Verbenol 1141 n.i. n.i.   9 0,389 

114 (Z)-3-Nonen-1-ol 1156 -2 0,053   n.i. n.i. 

115 (E,Z)-2,6-Nonadienal 1154 0 0,552   0 0,232 

116 Lilac aldeído B 1154 n.i. n.i.   0 0,256 

117 1,4-Dimetil-δ-3-
tetrahidroacetofenona 

1152 n.i. n.i.   4 0,180 

118 (E,Z)-3,6-Nonadien-1-ol 1156 2 0,316   n.i. n.i. 

119 Óxido de nerol 1158 n.i. n.i.   0 0,178 

120 (E)-2-Nonenal 1160 0 0,125   -2 0,176 

121 Mirtanal 1180 n.i. n.i.   -18 0,179 

122 Ocimenol 1155 n.i. n.i.   9 0,157 

123 Ácido Octanoico 1156 n.i. n.i.   10 0,155 

124 3-Etil-benzaldeído 1168 0 0,036   0 0,152 

125 Propiofenona 1164 n.i. n.i.   4 0,153 

126 1-Nonanol 1172 -2 0,011   -1 0,148 
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127 Lilac aldeído D 1169 n.i. n.i.   1 0,239 

128 Pinocarvona 1165 5 0,054   5 0,179 

129 Sulfureto de metilbenzila 1176 n.i. n.i.   -4 0,148 

130 2-Metoxi-3-(1-metilpropil)-pirazina 1173 n.i. n.i.   1 0,142 

131 trans-2-Caren-4-ol 1178 n.i. n.i.   -2 0,240 

132 Óxido de trans-linalol 1173 3 0,816   n.i. n.i. 

133 Formato β-fenetílico 1178 0 0,292   n.i. n.i. 

134 2,4-Dimetilbenzaldeído 1180 n.i. n.i.   0 0,196 

135 Isopinocanfona 1173 n.i. n.i.   9 0,154 

136 Terpinen-4-ol 1177 7 0,076   7 0,348 

137 Butirato de trans-3-hexenila  1185 1 0,081   n.i. n.i. 

138 1-(2-Furanilmetil)-1H-pirrol 1185 n.i. n.i.   1 0,156 

139 p-Cimen-8-ol 1183 n.i. n.i.   5 0,176 

140 m-Metilacetofenona 1183 n.i. n.i.   5 0,146 

141 Naftaleno 1181 n.i. n.i.   11 0,181 

142 α-Terpineol 1189 7 2,986   7 4,667 

143 Isocreosol 1202 n.i. n.i.   -6 0,140 

144 (Z)-4-Decenal 1194 n.i. n.i.   4 0,140 

145 Dodecane 1200 0 0,024   0 0,143 

146 Salicilato de metila 1198 2 5,362   8 0,293 

147 Mirtenol 1196 6 0,217   6 0,330 

148 Estragol 1199 n.i. n.i.   3 0,199 

149 Decanal 1202 4 0,027   4 0,175 

150 Safranal 1197 9 0,300   9 0,446 

151 trans-Piperitol 1208 n.i. n.i.   5 0,158 

152 (E,E)-2,4-Nonadienal 1217 0 0,042   0 0,151 

153 Coumaran 1223 n.i. n.i.   -6 0,147 

154 7-Metil-3-metileno-6-octen-1-ol 1222 -1 0,063   -1 0,145 

155 2-Oxocineol 1217 n.i. n.i.   4 0,141 

156 trans-Carveol 1217 n.i. n.i.   6 0,585 

157 p-Ment-1-en-9-al 1232 -9 0,422   6 0,631 

158 Citronelol 1226 2 0,039   n.i. n.i. 

159 cis-Carveol 1229 n.i. n.i.   -1 0,183 

160 β-Ciclocitral 1226 2 0,475   -6 0,537 

161 3-Fenil-furano 1228 n.i. n.i.   0 0,142 

162 Nerol 1230 0 1,225   2 1,988 

163 Isovalerato de (Z)-3-hexenila  1238 -6 0,057   n.i. n.i. 

164 Valerato de (Z)-3-hexenila 1236 0 0,072   n.i. n.i. 

165 Neral 1245 0 0,086   7 0,196 

166 Benzenopropanenitrilo 1244 n.i. n.i.   1 0,144 

167 Carvona 1243 n.i. n.i.   8 0,149 

168 Geraniol 1253 2 1,593   0 4,004 

170 (E)-3,7-Dimetil-2,6-octadien-1-ol 1260 n.i. n.i.   -5 3,985 

171 (Z)-Anetol 1253 n.i. n.i.   4 0,154 

172 (E)-Mirtanol 1260 0 0,046   n.i. n.i. 

173 γ-Octalactona 1262 n.i. n.i.   0 0,138 

174 p-Anisaldeído 1250 n.i. n.i.   12 0,150 

175 Ácido nonanoico 1275 n.i. n.i.   -11 0,186 
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176 (E)-2-Decenal 1254 10 0,281   n.i. n.i. 

177 β-Homociclocitral 1261 5 0,156   5 0,229 

178 α-Ioneno 1266 4 0,052   4 0,210 

179 Geranial 1267 5 0,033   5 0,235 

180 Éter salicílico 1270 7 0,039   n.i. n.i. 

181 α-Etilidenbenzeno acetaldeído 1281 n.i. n.i.   -2 0,145 

182 p-Etilguaiacol 1282 n.i. n.i.   1 0,169 

184 Indanone 1292 n.i. n.i.   -3 0,146 

185 Formato de geranila 1298 -15 0,005   -7 0,143 

186 (E)-Anetol 1285 n.i. n.i.   6 1,223 

187 2-Undecanona 1294 0 0,008   0 0,145 

188 (E,Z)-2,4-Decadienal 1293 n.i. n.i.   3 0,153 

189 Indol 1291 n.i. n.i.   7 0,191 

190 Tridecano 1300 n.i. n.i.   0 0,138 

191 m-tert-Butilfenol 1296 n.i. n.i.   6 0,152 

192 p-Ment-1-en-9-ol 1295 7 0,010   n.i. n.i. 

193 Dihidroedulano 1300 5 0,222   7 0,254 

194 Álcool perílico 1295 10 0,039   10 0,184 

195 α-Metilnaftaleno 1305 n.i. n.i.   0 0,158 

196 Undecanal 1307 n.i. n.i.   2 0,144 

197 Teaspirano 1305 6 0,218   -2 0,152 

198 Furanona de menta 1314 n.i. n.i.   2 0,146 

199 p-Vinilguaiacol 1317 1 0,376   0 1,276 

200 (E,E)-2,4-Decadienal 1317 3 0,013   3 0,197 

201 Edulano I 1315 n.i. n.i.   8 0,151 

202 β-Metilnaftaleno 1315 n.i. n.i.   8 0,150 

203 p-sec-Butilfenol 1318 n.i. n.i.   7 0,161 

204 p-Menta-1,4-dien-7-ol 1333 n.i. n.i.   1 0,150 

205 Benzoato de isobutila 1331 3 0,002   n.i. n.i. 

206 Ácido Gerânico 1355 n.i. n.i.   -5 0,165 

207 1,1,4,6-Tetrametil-indano 1350 n.i. n.i.   9 0,162 

208 Ácido n-Decanoico 1368 n.i. n.i.   -7 0,160 

209 Eugenol 1359 2 0,451   5 0,451 

210 2-Undecenal 1365 n.i. n.i.   1 0,219 

211 Dehidro-ar-ioneno 1364 2 0,117   7 0,231 

212 3-Allilguaiacol 1362 4 28,630   n.i. n.i. 

213 1,1,4,5-Tetrametilindano 1355 13 0,072   n.i. n.i. 

214 γ-Nonanolido 1368 0 0,046   n.i. n.i. 

215 (Z)-β-Damascenona 1364 9 0,060   6 0,218 

216 Farnesano 1376 n.i. n.i.   1 0,146 

217 Hexanoato de cis-3-hexenila  1380 2 0,020   n.i. n.i. 

218 Acetato de geranila 1381 n.i. n.i.   3 0,143 

219 α-Ionol 1387 -1 1,024   -1 0,148 

220 α-Copaeno 1377 n.i. n.i.   14 0,167 

221 Bifenila 1377 n.i. n.i.   14 0,143 

222 (E)-5-Tetradeceno 1391 n.i. n.i.   2 0,142 

223 (E)-β-Damascenona 1385 8 4,162   8 3,027 

224 β-Metilindol 1395 n.i. n.i.   0 0,152 
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225 n-Tetradecano 1400 0 0,002   0 0,154 

226 Isovalerato benzílico  1395 5 0,035   n.i. n.i. 

227 β-Bourboneno 1388 n.i. n.i.   12 0,158 

228 β-Elemeno 1391 n.i. n.i.   14 0,187 

229 6-Metil-5-(1-metiletilideno)-6,8-
nonadien-2-ona 

1389 n.i. n.i.   16 0,168 

230 Hexahidropseudoionona 1408 n.i. n.i.   -1 0,197 

231 Dodecanal 1409 n.i. n.i.   1 0,154 

232 2-Dodecanol 1417 n.i. n.i.   -5 0,144 

233 Éter difenílico 1405 n.i. n.i.   7 0,146 

234 (Z)-Isoeugenol 1407 7 0,043   7 0,149 

235 1,7-Dimetilnaftaleno 1419 n.i. n.i.   -2 0,156 

236 4-(2,4,4-Trimetil-ciclohexa-1,5-
dienil)-but-3-en-2-one 

1423 n.i. n.i.   -4 0,235 

237 (E)-β-Damascona 1414 10 0,995   10 0,498 

238 α-Gurjuneno 1410 n.i. n.i.   16 0,151 

239 6-Metil-6-(5-metilfuran-2-il)-heptan-
2-ona 

1426 n.i. n.i.   3 0,181 

240 (E)-α-Ionona 1430 6 0,926   6 0,318 

241 1,5-Dimetilnaftaleno 1439 n.i. n.i.   -3 0,160 

242 (E)-Cariofileno 1419 19 0,027   19 0,313 

243 α-Bergamoteno 1440 0 0,123   n.i. n.i. 

244 Benzoato de isopentila 1441 4 0,057   n.i. n.i. 

245 Dihidrodehidro-β-ionona 1425 23 0,087   15 0,146 

246 β-Humuleno 1439 n.i. n.i.   6 0,215 

247 Acetona geranílica 1455 0 0,167   0 0,452 

248 Allo-Aromadendreno 1460 n.i. n.i.   -3 0,272 

249 (E)-Isoeugenol 1451 6 0,276   6 0,402 

250 (E)-β-Farneseno 1457 3 0,004   3 0,149 

251 (Z,Z)-α-Farneseno 1465 n.i. n.i.   -3 0,153 

252 (E)-2-Dodecenal 1466 n.i. n.i.   3 0,149 

253 α-Humuleno 1455 n.i. n.i.   16 0,197 

254 1-Undecanol 1474 n.i. n.i.   0 0,140 

255 Germacreno D 1485 n.i. n.i.   -6 0,186 

256 α-Curcumeno 1486 n.i. n.i.   4 0,213 

257 Dehidro-β-ionona 1485 n.i. n.i.   5 0,203 

258 (E)-β-Ionona 1489 6 1,145   6 0,807 

259 Epóxido de β-ionona 1488 7 0,269   7 0,331 

260 Isovalerato fenetílico 1488 9 0,011   n.i. n.i. 

261 Tiglato benzílico  1497 0 0,032   n.i. n.i. 

262 (Z,E)-α-Farneseno 1496 n.i. n.i.   2 0,153 

263 Pentadecano 1500 0 0,014   0 0,171 

264 α-Selineno 1498 n.i. n.i.   7 0,163 

265 (E,E)-α-Farneseno 1506 4 0,162   4 0,913 

266 (Z)-Nerolidol 1516 -3 0,047   n.i. n.i. 

267 α-Muroleno 1500 n.i. n.i.   13 0,295 

268 2,4-di-t-Butilfenol 1513 n.i. n.i.   2 0,156 

269 β-Bisaboleno 1506 n.i. n.i.   12 0,147 
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270 Dibenzofurano 1526 n.i. n.i.   7 0,184 

271 α-Cadineno 1539 n.i. n.i.   -3 0,251 

272 (E,Z)-Pseudoionona 1535 n.i. n.i.   1 0,187 

273 cis-Calameneno 1540 n.i. n.i.   -2 0,187 

274 Dihidroactinolida 1538 11 0,050   11 0,175 

275 3,3,5,6-Tetrametil-1-indanona 1555 n.i. n.i.   1 0,142 

276 n-Nonilciclohexano 1556 n.i. n.i.   3 0,139 

277 Ácido dodecanoico 1559 n.i. n.i.   0 0,155 

278 α-Calacoreno 1546 n.i. n.i.   13 0,181 

279 Elemol 1550 n.i. n.i.   12 0,170 

280 (E)-Nerolidol 1563 6 0,613   6 0,651 

281 Hexa-hidro-farnesol 1571 n.i. n.i.   1 0,157 

282 Epiglobulol 1580 n.i. n.i.   -1 0,190 

283 cis-Hexenil-3-benzoato 1580 -1 2,639   -1 0,337 

284 Benzoato de hexila 1576 9 0,049   n.i. n.i. 

285 trans-ψ-Ionona 1589 n.i. n.i.   1 0,193 

286 Benzoato de trans-2-hexenila 1591 1 0,038   n.i. n.i. 

287 Óxido de cariofileno 1583 n.i. n.i.   14 0,614 

288 Hexadecano 1600 n.i. n.i.   0 0,219 

289 Viridiflorol 1593 n.i. n.i.   12 0,455 

290 Tetradecanal 1613 n.i. n.i.   1 0,150 

291 Epóxido de (E)-β-farneseno 1624 n.i. n.i.   -2 0,179 

292 Laurato de isopropila 1627 n.i. n.i.   0 0,238 

293 τ-Murolol 1640 n.i. n.i.   19 0,222 

294 3-Metil-hexadecano 1673 n.i. n.i.   0 0,144 

295 Óxido de bisabolol II 1658 15 0,055   15 0,146 

296 α-Cadinol 1654 n.i. n.i.   19 0,337 

297 Salicilato de cis-3-hexenila 1670 11 0,182   n.i. n.i. 

298 α-Bisabolol 1686 n.i. n.i.   11 0,212 

299 Heptadecano 1700 0 0,009   0 0,217 

300 (2Z,6E)-Farnesol 1701 n.i. n.i.   5 0,141 

301 Pristano 1707 n.i. n.i.   1 0,166 

302 Pentadecanal 1717 n.i. n.i.   0 0,156 

303 Farnesal 1730 n.i. n.i.   -8 0,162 

304 Miristato de metila 1725 n.i. n.i.   0 0,145 

305 (2E,6E)-Farnesol 1725 n.i. n.i.   3 0,156 

306 Ácido tetradecanoico 1751 n.i. n.i.   7 0,192 

307 Undecil-ciclohexano 1760 n.i. n.i.   7 0,143 

308 2-Metil-heptadecano 1765 n.i. n.i.   7 0,141 

309 Benzoato de benzila 1765 16 0,154   13 0,170 

310 (E)-3-Octadeceno 1795 n.i. n.i.   -3 0,150 

311 Miristato de etila 1793 -1 0,043   -1 0,143 

312 Octadecano 1800 -3 0,007   0 0,183 

313 Fitano 1809 n.i. n.i.   0 0,165 

314 Hexadecanal 1818 n.i. n.i.   0 0,156 

315 Acetona hexahidrofarnesílica 1848 -3 0,095   0 0,546 

316 Nonadecano 1900 0 0,004   0 0,150 

317 Palmitato de metila 1926 n.i. n.i.   -1 0,447 
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318 Acetona farnesílica 1919 n.i. n.i.   6 0,306 

319 Isofitol 1949 n.i. n.i.   1 0,304 

320 Ácido n-hexadecanoico 1958 n.i. n.i.   1 0,220 

321 Eicosano 2000 0 0,009   0 0,142 

322 Heneicosano 2100 -3 0,036   -3 0,158 

323 Linolenato de metila  2105 n.i. n.i.   -2 0,191 

324 Fitol 2116 1 0,008   1 0,916 

325 1-Docoseno 2195 n.i. n.i.   -2 0,152 

326 Docosano 2200 0 0,044   0 0,151 

327 Tricosano 2300 -4 0,072   -4 0,224 

328 4,8,12,16-Tetrametilheptadecan-4-
olida 

2364 n.i. n.i.   -2 0,185 

329 Tetracosano 2400 0 0,049   0 0,234 

330 Pentacosano 2500 0 0,097   0 0,270 

331 Hexacosano 2600 0 0,070   -4 0,176 

332 Heptacosano 2700 -4 0,075   -4 0,253 

333 Octacosano 2800 -4 0,042   -4 0,220 

334 Equaleno 2835 n.i. n.i.   0 0,927 

n.i.: Não identificado. 

  

A relação linear entre os LTPRI obtidos experimentalmente por 

GC×GC/TOFMS e os LTPRI de referência de 1D-GC em coluna apolar pode ser 

visualizada na Figura 58. O coeficiente de determinação (R2) para este modelo 

foi de 0,9999. Portanto, podemos inferir que há uma correspondência de, 

aproximadamente, 99,99% entre os valores experimentais e de referência, ou 

seja, a equação linear obtida (𝑦 = 1,0003𝑥 + 0,4927) aproxima-se muito da 

identidade.  
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Figura 58: Comparação entre os LTPRI obtidos experimentalmente por 
GC×GC/TOFMS e os LTPRI de referência de 1D-GC em coluna apolar. 

 

Dessa forma, um total de 157 e 291 compostos foram tentativamente 

identificados nas amostras de folhas in natura e processadas, respectivamente, 

com similaridades espectrais satisfatórias e boa concordância entre os valores 

de LTPRI obtidos experimentalmente para os compostos e os reportados na 

literatura.332,333 

Nas folhas frescas, foram identificados os seguintes compostos (Figura 

61): 28 hidrocarbonetos alifáticos e 3 aromáticos, 12 álcoois alifáticos, 11 

aldeídos alifáticos, 5 cetonas alifáticas, 8 ésteres alifáticos, 5 furano(na)s, 25 

fenilpropanoides, 18 norisoprenoides, 11 monoterpenos, 23 monoterpenos 

oxigenados, 4 sesquiterpenos, 3 sesquiterpenos oxigenados e 1 diterpeno 

oxigenado. Os principais constituintes das folhas frescas foram o 3-alilguaiacol 

(28,63%), o monoterpeno oxigenado linalol (17,61%) e o fenilpropanoide 

salicilato de metila (5,36%), entre outros (Figura 59). O linalol é reconhecido por 

exibir várias atividades biológicas, como efeitos antibacterianos e anti-

inflamatórios.334 Vale notar que as folhas frescas e processadas exibiram 

diferenças significativas entre seus perfis químicos. Neste contexto, 43 dos 157 

compostos identificados nas folhas frescas não foram identificados nas folhas 
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processadas, entre os quais o 3-alilguaiacol e o geraniol (1,59%) foram os mais 

representativos, sendo o segundo conhecido por sua atividade antibacteriana e 

antifúngica.335 

 

 

Figura 59: Distribuição por percentual de área dos 16 compostos majoritários 
(área percentual superior a 1% na amostra) identificados na fração volátil das 
folhas frescas de erva-mate por GC×GC/TOFMS. 

 

Nas folhas processadas, foram identificados os seguintes compostos 

(Figura 61): 38 hidrocarbonetos alifáticos e 14 aromáticos, 11 álcoois alifáticos, 

26 aldeídos alifáticos, 12 cetonas alifáticas, 7 ésteres alifáticos, 8 furano(na)s, 6 

ácidos, 2 éteres, 3 fenóis, 28 fenilpropanoides, 31 norisoprenoides, 18 

monoterpenos, 44 monoterpenos oxigenados, 20 sesquiterpenos, 14 

sesquiterpenos oxigenados e 2 diterpenos oxigenados, 6 compostos 

nitrogenados e 1 composto sulfurado. Os principais componentes foram os 

monoterpenos oxigenados 2,6-dimetil-1,7-octadien-3-ol (9,96%), linalol (5,58%), 

α-terpineol (4,67%) e geraniol (4,00%), entre outros (Figura 60), sendo o α-

terpineol descrito na literatura como um excelente agente antibacteriano.336 Um 

grupo de 178 compostos, incluindo 2,6-dimetil-1,7-octadien-3-ol, geraniol e 3,7-

dimetil-2,6-octadien-1-ol (3,99%), foram identificados apenas na erva-mate 

processada. 
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Figura 60: Distribuição por percentual de área dos 11 compostos majoritários 
(área percentual superior a 1% na amostra) identificados na fração volátil das 
folhas processadas de erva-mate por GC×GC/TOFMS. 

 

 

Figura 61: Distribuição dos compostos identificados nas amostras de fração 
volátil de folhas de erva-mate frescas e processadas, analisadas por 
GC×GC/TOFMS, nas suas respectivas classes químicas. 

 

O aumento no número de compostos após o processamento das folhas 

pode ser devido ao processo de sapeco e secagem, que produz vários produtos 
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de degradação. Por exemplo, a elevada quantidade de norisoprenoides 

observada nas folhas processadas (10,43%), como (E)-β-damascenona (3,03%) 

e (E)-β-ionona (0,81%), pode ser devido a degradação de carotenoides durante 

o processamento. 

Comparando os resultados apresentados com os relatados na literatura, 

observam-se algumas correspondências. Em 1991, Kawakami et al.118 

investigaram os compostos voláteis, obtidos por destilação a vapor, na erva-mate 

processada e no chá mate, usando GC/qMS. De acordo com os autores, foram 

tentativamente identificados 172 compostos. Desses, 69 também foram 

identificados no presente estudo, incluindo o linalol, α-terpineol e geraniol. Além 

disso, Bastos et al.213 avaliaram por GC/qMS o óleo obtido a partir da erva-mate 

processada. Conforme descrito por estes autores, foram identificados 22 

compostos, dentre os quais 19 também foram identificados no presente estudo, 

como o limoneno (0,65%), linalol e a acetona geranílica (0,45%). Em 2009, 

Purcaro et al. utilizaram GC×GC/qMS para investigar a fração volátil (obtida por 

SPME) da erva-mate processada, e 241 compostos foram identificados, dentre 

os quais, 91 também foram identificados na presente pesquisa.337  

Apesar dessas semelhanças com os resultados relatados na literatura 

científica, 168 compostos identificados no presente estudo estão sendo descritos 

pela primeira vez na erva-mate processada, como, por exemplo, os 

monoterpenos oxigenados 2,6-dimetil-1,7-octadien-3-ol e (E)-3,7-dimetil-2,6-

octadien-1-ol e o norisoprenoide (E)-β-damascenona (3,03%), entre outros.  

A Figura 62 apresenta uma comparação gráfica da distribuição em área 

percentual das classes químicas identificadas nos óleos investigados. A fração 

volátil das folhas frescas foi caracterizada pelo predomínio da classe 

fenilpropanoide (39,97%), com 3-alilguaiacol, salicilato de metila e cis-hexenil-3-

benzoato (2,64%) detectados com maiores áreas relativas. Embora a área 

relativa de monoterpenos oxigenados tenha aumentado com o processamento 

da erva-mate (41,46%), a porcentagem de linalol diminuiu significativamente, de 

17,61% na folha fresca para 5,5% erva processada. Além disso, é notório o 

aumento na área relativa de furano(na)s após o processamento da erva-mate. 

Esse aumento, quando comparado à folha fresca, pode ser devido à formação 

desses compostos pela reação de Maillard durante o processo de secagem. 
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Figura 62: Distribuição percentual dos compostos tentativamente identificados 
na fração volátil das folhas frescas e processadas de erva-mate analisadas por 
GC×GC/TOFMS. 

 

No que diz respeito ao uso da técnica de GC×GC, esta proporcionou uma 

elevada eficiência de análise, principalmente no que tange os compostos 

minoritários. Os resultados apresentados mostram um evidente aumento na 

quantidade de compostos detectados quando comparados aos estudos prévios, 

que utilizaram a 1D-GC como técnica de análise. Esses dados são consequência 

de vários fatores, sendo um deles a combinação de duas colunas com modos de 

retenção diferentes usadas na GC×GC. Além disso, a análise por GC×GC 

fornece uma relação sinal/ruído (S/N) mais elevada quando comparada à 1D-

GC, devido ao aprisionamento criogênico pelo modulador. Durante o processo 

de modulação, pequenas frações eluídas da primeira coluna são capturadas, 

focadas e reinjetadas na segunda coluna, proporcionando picos mais estreitos e 

intensos, melhorando, portanto, a S/N. Uma consequência da modulação, 

combinada à resolução aprimorada da GC×GC, é a maior pureza espectral, em 

comparação com a análise por GC convencional. Esta característica fornece 

uma identificação mais precisa, juntamente a um aumento expressivo no número 

de compostos identificados. 
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O algoritmo de deconvolução espectral do software LECO ChromaTOF 

fornece uma solução elegante para resolver co-eluições cromatográficas, 

permitindo extrair o espectro puro de cada analito. Dois exemplos de co-eluição 

são apresentados na Figura 63, na qual o TIC apresenta apenas dois picos 

definidos. Apesar da aparente simetria de pico, a deconvolução espectral 

permitiu a detecção de dois pares de picos coeluentes - os monoterpenos 

oxigenados trans-carveol e p-ment-1-en-9-al, e cis-carveol e β-ciclocitral. Os 

espectros brutos obtidos a partir desses picos não são representativos de 

nenhum desses compostos devido à sua co-eluição com o outro componente. 

Isso interferiria na identificação desses compostos sem a deconvolução 

espectral que, por sua vez, permite a extração dos espectros individuais. Mesmo 

na co-eluição do cis-carveol com β-ciclocitral, na qual a área do primeiro foi 

quase quatro vezes maior do que a do segundo composto, o software foi capaz 

de produzir espectros de massa de alta qualidade para ambos analitos após a 

deconvolução. 

 

 
 
Figura 63: (A) Expansão de uma região do cromatograma. O algoritmo de 
deconvolução é aplicado, permitido a detecção de dois pares de picos co-eluido: 
(B) p-ment-1-en-9-al / (C) trans-carveol e (D) β-ciclocitral / (E) cis-carveol. 
 

Purcaro et al.337 observaram a preocupante presença de hidrocarbonetos 

e HPA’s (em particular HPA’s alquilados) na erva-mate processada. Neste 

contexto, o presente estudo é consistente com estes resultados. No total, 38 

hidrocarbonetos alifáticos foram identificados neste estudo, compreendendo 

9,01% da área cromatográfica identificada. Além disso, foram identificados 14 

hidrocarbonetos aromáticos, representando 2,43% da área cromatográfica 
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identificada. Entre esses hidrocarbonetos aromáticos, 5 compostos (0,81%) são 

HPA’s ou HPA’s alquilados, como naftaleno (0,18%), 1,5-dimetilnaftaleno 

(0,16%) e α-metilnaftaleno (0,16%). A presença destes compostos pode estar 

relacionada ao processamento, que envolve a secagem do produto em fogo de 

lenha, que pode produzir os HPA’s encontrados. 

Uma vez que a literatura médica indica que os usuários de erva-mate têm 

um risco superior de desenvolver câncer oral e esofágico, quando comparado a 

uma população de controle, essa contaminação com HPA’s pode estar 

relacionada com estes achados. Todavia, sabe se que esse risco é devido à alta 

temperatura de consumo da bebida produzida a partir deste produto ou aos 

componentes cancerígenos presentes no mate.338 No entanto, mudanças nos 

métodos de secagem, como o emprego de processamento sem fumaça, 

poderiam mitigar estes riscos.338 
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5. CONCLUSÃO 

 

Esse estudo representa a primeira aplicação de uma metodologia 

multivariada de otimização aplicada à extração de metabólitos secundários não-

voláteis de erva-mate por UAE. A aplicação de um planejamento experimental 

CCD 23 permitiu avaliar a influência do percentual de etanol na fase extratora 

hidroetanólica, tempo e temperatura na UAE de erva-mate comercial. O ajuste 

de um modelo polinomial quadrático mostrou-se adequado e permitiu a 

determinação de um percentual de etanol ótimo na fase extratora de 43%, 

temperatura de 80 °C, e tempo de extração de 11,6 min. A eficiência de extração 

obtida mostrou-se expressivamente superior à obtida com técnicas 

convencionais descritas na literatura.  

A utilização da técnica de fluorescência molecular, aliada à PARAFAC, 

permitiu a recuperação de 3 fatores, associados ao teor fenólico e de pigmentos 

nos extratos obtidos por UAE de folhas processadas de erva-mate. Realizando-

se uma análise não-supervisionada dos dados, obteve-se uma clara segregação 

entre as amostras oriundas dos países platinos e as amostras brasileiras. Os 

resultados obtidos demostram um teor de pigmentos mais elevado nas amostras 

brasileiras que nas demais amostras, possivelmente relacionado ao processo de 

estacionamento que as amostras platinas sofrem, e um teor fenólico superior nas 

amostras dos países platinos. 

 Os extratos foram caracterizados por UHPLC-QTOF-MS, que possibilitou 

a identificação de 19 componentes (3-CQA, 5-CQA, 3,4-di-CQA, rutina, cafeína, 

teobromina, entre outros metabólitos secundários), que foram quantificados por 

HPLC-DAD, sendo os majoritários: cafeína, rutina e 3-CQA. As elevadas 

concentrações obtidas evidenciaram a eficiência da UAE e da otimização 

multivariada executada. Esses resultados foram modelados mediante uma PCA, 

que evidenciou uma segregação entre as amostras brasileiras e as oriundas dos 

demais países. O grupo de amostras brasileiras apresentou, ainda, alguns 

agrupamentos de amostras de folhas cultivadas e nativas, bem como de 

amostras destinados ao preparo de tererê. Verificou-se que as folhas de erva-

mate produzidas a partir de ervais cultivados possuem uma quantidade mais 

elevada de ácidos clorogênicos. Os resultados apontaram, ainda, uma maior 
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concentração da maioria dos ácidos clorogênicos e flavonoides em amostras dos 

países platinos, corroborando com os resultados obtidos na análise de 

fluorescência, aliada a modelagem PARAFAC. Esses resultados consistem na 

primeira aplicação bem-sucedida de segregação de amostras de erva-mate 

comercial, a partir de seu perfil metabólico não-volátil utilizando fluorescência 

molecular e cromatografia líquida, aliada às ferramentas quimiométricas PCA e 

PARAFAC. 

A aplicação de GC×GC/TOFMS na análise das frações voláteis de folhas 

in natura e processadas de erva-mate mostrou-se adequada. A elevada 

eficiência de separação e a alta razão sinal-ruído obtidas possibilitaram uma 

caracterização química precisa, sendo tentativamente identificados 157 

compostos nas folhas frescas de erva-mate e 291 para a erva-mate processada 

(168 dos quais foram relatados pela primeira vez). O uso de índices de retenção 

desempenhou um papel importante na identificação de compostos, uma vez que 

apenas os dados espectrais mostraram-se insuficientes para fornecer uma 

identificação confiável. 

Verificou-se que o processamento industrial leva a alterações 

significativas na composição química da erva-mate. Os resultados adquiridos 

pela quantificação por normalização de área revelaram que a fração volátil das 

folhas frescas de erva-mate contém grandes porcentagens de fenilpropanoides, 

sua classe majoritária, enquanto os monoterpenos oxigenados foram classe 

predominante na erva-mate processada. Alguns compostos, como os furanos, 

foram formados após o processamento industrial. Além disso, HPA’s e HPA’s 

alquilados foram identificados na amostra de erva-mate processada, sugerindo 

a necessidade de utilizar métodos livres de fumaça no seu processamento. 

Por fim, a presente pesquisa representa uma contribuição para o 

conhecimento detalhado das diferenças químicas dos metabólitos secundários 

presentes na erva-mate de diferentes países, formas de processamento e 

cultivo. Além disso, propõe a associação de estratégias quimiométricas e 

analíticas, a fim de se extrair de maneira célere e eficiente o máximo possível de 

informações da complexa estrutura de dados fornecidas por essas técnicas, 

dando suporte para futuras investigações acerca da composição química da 

erva-mate.  
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