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RESUMO

SANTOS, Kellen Nascimento dos. Composicao fitoquimica de folhas de erva-mate (Ilex
paraguariensis): influéncia das estacoes e da variabilidade clonal. 2026. 95 f. Dissertacio
(Mestrado em Processos quimicos e biotecnoldgicos) — Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana. Toledo, 2026.

A erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) é uma espécie de elevada relevancia econdmica
e cultural na América do Sul, amplamente reconhecida por sua composi¢do fitoquimica, rica
em metilxantinas, como cafeina e teobromina, e em compostos fendlicos, incluindo flavonoides
e 4cidos clorogénicos, associados a propriedades estimulantes e antioxidantes. No entanto, a
concentracao desses metabolitos pode variar significativamente em funcio de fatores genéticos
e ambientais, especialmente da sazonalidade, impactando diretamente a qualidade da matéria-
prima e dos produtos derivados. Este trabalho teve como objetivo quantificar e comparar os
teores de compostos fenélicos totais, flavonoides, cafeina, teobromina e dcidos clorogénicos em
quatro clones de erva-mate (C26, C27, C33 e Aupaba), avaliando a influéncia da variabilidade
clonal e das estacdes do ano (inverno, primavera, verdo e outono). Folhas e galhos finos foram
coletados nas quatro estacdes, submetidos a secagem, moagem e extracdo com etanol 70 %
(v/v). A quantificagdo de compostos fendlicos totais e flavonoides foi realizada por espectrofoto-
metria UV-Vis, enquanto cafeina, teobromina e seis derivados do acido cafeoilquinico foram
identificados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo
de diodos (CLAE-DAD). Os dados foram inicialmente submetidos a testes de normalidade e
homocedasticidade e, em seguida, avaliados estatisticamente por meio de andlise de varidncia
(ANOVA) fatorial, seguida do teste de Tukey. Os resultados evidenciaram varia¢des significa-
tivas entre clones e estagdes do ano. Para a cafeina, o verdo foi a estacdo de maior actimulo,
destacando-se o clone C27, que atingiu 2,41 g-100 g~1, enquanto o clone C33 apresentou baixos
teores em todas as estacdes (0,25 a 0,39 g-100 g~ 1), confirmando um perfil metabélico distinto.
A teobromina apresentou maiores concentragcdes no clone Aupaba, com destaque para o inverno
(0,46 g-100 g~1), e comportamento varidvel entre estacdes nos demais clones. Os teores de
compostos fendlicos totais variaram de 3,34 a 6,01 g-100 g~!, com maior actimulo no verdo para
o clone C27, enquanto os flavonoides apresentaram concentracdes mais elevadas no inverno e
no outono, especialmente no clone C26 (0,88 g-100 g~!). Em relacdo aos dcidos clorogénicos,
observou-se elevada contribui¢cao do 3-CQA e do 3,5-di-CQA, com destaque para o clone C27
na primavera, que apresentou até 4,81 g-100 g~! de 3,5-di-CQA, evidenciando sensibilidade
metabdlica a sazonalidade. Conclui-se que a composicao fitoquimica da erva-mate € fortemente
modulada pela interac@o entre genoétipo e estacdao do ano. O clone C27 mostrou-se promissor para
aplicagdes que demandam elevados teores de cafeina e compostos fendlicos, enquanto o clone
(C33 apresentou potencial para produtos com baixo teor de cafeina. Esses resultados contribuem
para o manejo agrondmico, a selecao clonal e a definicdo de épocas de colheita estratégicas,
visando a padronizacao da qualidade da matéria-prima e a agregacdo de valor a cadeia produtiva
da erva-mate.

Palavras-chave: cafeina. dcido clorogénico. compostos fendlicos. CLAE. sazonalidade.



ABSTRACT

SANTOS, Kellen Nascimento dos. Phytochemical composition of yerba mate (Ilex
paraguariensis) leaves: influence of seasons and clonal variability. 2026. 95 p. Dissertation
(Master’s Degree in Chemical and Biotechnological Processes) — Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana. Toledo, 2026.

Yerba mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.) is a species of high economic and cultural relevance
in South America, widely recognized for its phytochemical composition, rich in methylxanthi-
nes, such as caffeine and theobromine, and in phenolic compounds, including flavonoids and
chlorogenic acids, associated with stimulant and antioxidant properties. However, the concen-
tration of these metabolites may vary significantly as a function of genetic and environmental
factors, especially seasonality, directly impacting the quality of the raw material and derived
products.This study aimed to quantify and compare the levels of total phenolic compounds, fla-
vonoids, caffeine, theobromine, and chlorogenic acids in four yerba mate clones (C26, C27, C33,
and Aupaba), evaluating the influence of clonal variability and seasons (winter, spring, summer,
and autumn). Leaves and thin stems were collected in the four seasons, subjected to drying,
grinding, and extraction with 70 % (v/v) ethanol. The quantification of total phenolic compounds
and flavonoids was performed by UV-Vis spectrophotometry, while caffeine, theobromine, and
six caffeoylquinic acid derivatives were identified and quantified by high-performance liquid
chromatography with diode array detection (HPLC-DAD). The data were initially subjected to
normality and homoscedasticity tests and subsequently statistically evaluated by factorial analysis
of variance (ANOVA), followed by Tukey’s test.The results revealed significant variations among
clones and seasons. For caffeine, summer was the season with the highest accumulation, with
clone C27 standing out, reaching 2,41 g-100 g~!, whereas clone C33 showed low levels in all
seasons (0,25 to 0,39 g-100 g~1), confirming a distinct metabolic profile. Theobromine showed
higher concentrations in clone Aupaba, especially in winter (0,46 g-100 g~1), and a variable
seasonal behavior in the other clones. Total phenolic compound levels ranged from 3,34 to 6,01
g-100 g~ !, with higher accumulation in summer for clone C27, while flavonoids showed higher
concentrations in winter and autumn, particularly in clone C26 (0,88 g-100 g!). Regarding chlo-
rogenic acids, a high contribution of 3-CQA and 3,5-di-CQA was observed, with emphasis on
clone C27 in spring, which presented up to 4,81 g-100 g~ of 3,5-di-CQA, evidencing metabolic
sensitivity to seasonality.It is concluded that the phytochemical composition of yerba mate is
strongly modulated by the interaction between genotype and season. Clone C27 proved to be
promising for applications requiring high levels of caffeine and phenolic compounds, whereas
clone C33 showed potential for products with low caffeine content. These results contribute
to agronomic management, clonal selection, and the definition of strategic harvesting periods,
aiming at standardizing raw material quality and adding value to the yerba mate production
chain.

Keywords: caffeine. chlorogenic acid. phenolic compounds. HPLC. seasonality.
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13

1 INTRODUCAO

A llex paraguariensis, popularmente conhecida como erva-mate, € uma espécie arborea
nativa da regido subtropical da América do Sul, com distribui¢cdo predominante nos territorios
do Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai (HECK; MEJIA, 2007). Tradicionalmente cultivada
e consumida por populacdes indigenas e comunidades rurais, a erva-mate adquiriu, ao longo
dos séculos, expressiva importancia econdmica, social e cultural para esses paises. No Brasil, o
estado do Parand se destaca como o maior produtor, tanto em sistemas de cultivo agricola quanto
em extrativismo nativo, sendo responsavel por uma significativa parcela da produc¢ao nacional e
exportacdes IBGE. Essa relevancia se reflete em programas publicos de incentivo a producdo e
na organiza¢do de uma cadeia produtiva consolidada, que envolve desde pequenos agricultores
até industrias de beneficiamento.

O consumo da erva-mate ocorre principalmente na forma de infusdes, como chimarrao,
tereré e cha, as quais apresentam grande aceitacdo no mercado nacional e crescente internacional.
Recentemente, o interesse cientifico e industrial pela erva-mate tem-se intensificado devido a sua
rica composi¢ao fitoquimica, especialmente em compostos fendlicos, flavonoides e metilxantinas,
como cafeina, teobromina e teofilina. Tais metabdlitos secundérios tém sido amplamente estuda-
dos em func¢do de suas propriedades biolégicas, como atividade antioxidante, anti-inflamatéria,
neuroprotetora, hepatoprotetora e termogénica (CROGE et al., 2021; HECK; MEJIA, 2007).
Além disso, estudos vém apontando seu potencial como ingrediente funcional na formulacdo de
suplementos alimentares, cosméticos e medicamentos fitoterdpicos (GEBARA et al., 2020).

A variabilidade na composi¢ao quimica da erva-mate pode ser atribuida a uma combi-
nacdo de fatores genéticos, ambientais, fisiologicos e tecnoldgicos. Clones e progénies distintos
apresentam perfis metabdlicos variados, e essa diversidade genética pode ser explorada para fins
de melhoramento e padronizacio (WENDLING, 2004). Condi¢des ambientais como lumino-
sidade, temperatura, precipitacdo e estacdo do ano também influenciam a produgao e acimulo
dos compostos bioativos (AGUIAR et al., 2024). Além disso, os métodos de cultivo, praticas
agricolas e o manejo pds-colheita, incluindo técnicas de secagem, armazenamento € moagem
sdo determinantes para a estabilidade e preservacao dos constituintes quimicos (BUTIUK et al.,
2016) .

Nesse cendrio, a caracterizagdo quimica da erva-mate por meio de métodos analiticos

confidveis € essencial para o desenvolvimento de estratégias de controle de qualidade e para a
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valoriza¢do da matéria-prima vegetal. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), especi-
almente quando acoplada a detectores como o de arranjo de diodos (DAD), tem-se destacado
como ferramenta eficiente na separagdo e quantificagdo de compostos como cafeina, teobromina
e dcidos clorogénicos, inclusive seus isomeros e derivados (BASTOS et al., 2005; LIMA, 2019;
MEINHART et al., 2010) . Em paralelo, técnicas espectrofotométricas como a UV-Vis sdo
amplamente empregadas para a determinacdo de fenois e flavonoides totais, fornecendo uma
estimativa global da atividade antioxidante potencial da amostra.

Considerando a importancia econdmica da erva-mate para o estado do Parand e a
escassez de estudos sistemdticos que integrem os efeitos sazonais e genéticos sobre seu perfil
fitoquimico, este estudo avaliou os niveis de compostos fendlicos totais, flavonoides, cafeina,
teobromina e dcidos clorogénicos em diferentes clones de Ilex paraguariensis, cultivados em
estufa sob condi¢des controladas de irrigacdo e sombreamento, ao longo das quatro estagdes
do ano. A andlise quantitativa dos compostos foi realizada por espectrofotometria UV-Vis e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando contribuir com dados que fundamentem o uso

direcionado da erva-mate em diferentes aplicacdes industriais.
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2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

2.1 OBIJETIVOS

2.1.1 Objetivo geral

Quantificar os compostos fendlicos totais, flavonoides e componentes fitoquimicos de
maior importancia comercial, como a teobromina, cafeina e 4cido clorogénico, de clones de

quatro progénies da erva-mate (Ilex paraguariensis A. St-Hil) nas quatro esta¢des do ano.

2.1.2  Objetivos especificos

* Realizar a coleta de amostras de clones pertencentes a 4 progénies de erva-mate (Ilex
paraguariensis A. St.-Hil.) nas quatro estagdes do ano.

* Preparar extratos padronizados das amostras de erva-mate utilizando etanol 70 %.

* Adaptar metodologia para a quantificagcdo dos compostos da erva-mate em cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia CLAE-DAD.

* Quantificar os teores de compostos fenodlicos totais nas amostras de erva-mate por
espectrofotometria UV-Vis.

* Comparar a influéncia da sazonalidade e avaliar estatisticamente os teores de compos-

tos fendlicos totais, teobromina, cafeina e dcido clorogénico nas amostras de erva-mate.

2.2 JUSTIFICATIVA

A erva-mate (llex paraguariensis A. St-Hil) € amplamente consumida na América
do Sul e valorizada por suas propriedades nutricionais e terapéuticas, devido a presenga de
compostos bioativos como fendlicos, flavonoides, teobromina, cafeina e dcido clorogénico.
No entanto, a concentracdo desses compostos varia conforme fatores genéticos, ambientais e
sazonais, impactando diretamente a qualidade dos produtos derivados da planta.

A cafeina e a teobromina sdo metilxantinas com reconhecida acdo estimulante, vasodi-
latadora e diurética, que contribuem para o aumento da atenc¢do e o bem-estar cardiovascular.
Ja o 4cido clorogénico possui potente atividade antioxidante e anti-inflamatdéria, além de estar

associado a regulacdo do metabolismo da glicose e a preven¢do de doengas cronicas.
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Diante disso, torna-se essencial aprofundar o conhecimento sobre a composi¢do quimica
da erva-mate, considerando suas diferentes progénies, a fim de otimizar o cultivo, o proces-
samento e o controle de qualidade. A caracterizacao detalhada dos compostos fitoquimicos
permitird compreender melhor a influéncia da sazonalidade e da genética, bem como desenvolver
estratégias que potencializem os beneficios a satide.

Além do reconhecimento tradicional como bebida cultural, a valorizacdo comercial
da erva-mate vem ganhando destaque, especialmente no contexto da crescente demanda por
alimentos funcionais e ingredientes naturais de alto valor agregado. A padronizacdo e o controle
dos niveis de compostos bioativos podem impulsionar sua inser¢do em novos mercados, como
os de suplementos alimentares, nutrac€uticos, cosméticos e produtos farmacéuticos. Assim, a
erva-mate deixa de ser apenas um simbolo regional para se consolidar como matéria-prima na

economia, com potencial de gerar inovacao, renda e sustentabilidade.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 ERVA-MATE

A erva-mate, cientificamente denominada Ilex paraguariensis A. St.-Hil, € uma planta
arborea perene da familia Aquifoliaceae, nativa da regido subtropical da América do Sul (GOL-
DENBERG et al., 2003). Amplamente distribuida no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai, seu
cultivo ocorre predominantemente em regides subtropicais e temperadas (Figura 1 ), localizadas

entre as latitudes 21°S e 30°S e as longitudes 48°30°W e 56°10°W (VOGT et al., 2016).

Figura 1 — Area de distribuicio natural da erva-mate
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Fonte: Adaptado de Croge et al. (2021)

Em seu habitat natural, a planta pode atingir até 15 metros de altura; no entanto, em
cultivos comerciais, ela é conduzida entre 4 € 8 metros por meio de podas regulares, com o

objetivo de facilitar a colheita (COSTA, 1995). As folhas s@o simples, alternadas, de coloragdo
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verde-escura, com bordas serrilhadas e textura coridcea (Figura 2 ), sendo a parte utilizada
na elaboragdo de infusdes como chimarrdo e tereré. A planta apresenta melhor adaptacao
a altitudes entre 300 e 800 metros, em temperaturas médias anuais entre 18 °C e 22 °C, e
precipitacdo anual variando entre 1.500 mm e 2.000 mm, distribuida ao longo do ano. O
solo ideal é profundo, bem drenado, levemente acido e rico em matéria organica. Durante os
primeiros anos, especialmente em cultivos implantados por sementes, o desenvolvimento é
relativamente lento e requer sombreamento; posteriormente, a planta exibe bom vigor vegetativo

e alta capacidade de rebrota ap6s a poda (STURION et al., 2014).

Figura 2 - Folhas e galhos finos de erva-mate (llex paraguariensis A. St-Hil)

Fonte: Autoria prépria (2026).

Do ponto de vista reprodutivo, a erva-mate pode ser propagada por meio de progénies
ou clones. As progénies sdo obtidas a partir de sementes oriundas da reproducdo sexuada
entre plantas selecionadas, o que gera populacdes com variabilidade genética. J4 os clones sdao
resultantes da propagacdo vegetativa, como estaquia ou enxertia, de individuos superiores, o
que assegura a reproducao fiel das caracteristicas da planta matriz. O uso de clones permite
maior uniformidade nas plantagcdes e pode proporcionar melhores resultados em produtividade,
qualidade quimica e resisténcia a pragas ou estresses ambientais (WENDLING, 2004). Além
disso, técnicas de propagacdo vegetativa, como a estaquia, sio amplamente utilizadas para a
obtenc¢do de clones, o que facilita 0 manejo e a padronizagdo genética das plantas cultivadas

(WENDLING; SANTIN, 2015).
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3.2 ASPECTOS HISTORICOS E SOCIOCULTURAIS DO CONSUMO DA ERVA-MATE

A importincia da erva-mate transcende suas caracteristicas botanicas ou agricolas, refle-
tindo um papel histérico e sociocultural marcante nas regides onde € tradicionalmente consumida.
O uso da planta remonta as populacdes indigenas da América do Sul, que reconheciam suas
propriedades estimulantes e terap€uticas muito antes da colonizacdo europeia.

Os povos indigenas Guarani, Caingangue e Quechua foram os primeiros a utilizar a erva-
mate, consumindo-a sob a forma de infusdo quente, em praticas comunitarias. Para esses grupos,
a bebida tinha ndo apenas func¢do nutritiva, mas também espiritual e social, estando presente
em rituais religiosos, cerimOnias de cura e como simbolo de hospitalidade e coesdo social
(FILIP et al., 2001). Acreditava-se que a erva possuia propriedades medicinais e energéticas,
sendo utilizada para o alivio da fadiga e o fortalecimento fisico durante atividades como caga e
deslocamentos extensos (CONTINI et al., 2012).

Com o avango do processo colonial e, posteriormente, o declinio das missdes jesuiticas
no século XIX, a producado e o comércio da erva-mate foram incorporados pela elite rural. A
partir de entdo, a planta passou a ser explorada economicamente, o que impulsionou a ado¢do
de novas técnicas de cultivo e beneficiamento. A bebida também foi gradativamente assimilada
pelas culturas locais de diferentes maneiras. No Brasil, popularizou-se o consumo do chimarrao,
enquanto no Paraguai e na regido nordeste da Argentina predominou o tereré, uma infusao fria
mais adequada ao clima quente dessas regides (BALZAN et al., 2013).

Brasil, Argentina e Paraguai mantém-se, até hoje, como os principais centros de produ-
cdo e exportacdo de erva-mate. No cendrio brasileiro, os estados do Parand, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul concentram a maior parte da producdo, tanto por meio do extrativismo vegetal
quanto pelo cultivo agricola. Segundo IBGE (2023b) o modelo extrativo, o Parand se destaca
como o principal produtor nacional, sendo responsédvel por cerca de 87 % do total no ano de
2023. No cultivo agricola, o estado também lidera com 49,8 % da producao, seguido pelo Rio
Grande do Sul( 36,5 %) e por Santa Catarina (13,6 %). No mesmo ano, a produc¢do brasileira
totalizou 736.893 toneladas, consolidando o pais como o maior produtor mundial de erva-mate,
com o Parand assumindo protagonismo em ambas as modalidades produtivas (IBGE, 2023a).

Além de seu valor econdmico, a erva-mate tem papel central na vida social das popula-
coes que a consomem. O compartilhamento da bebida esta fortemente associado a praticas de

convivio e hospitalidade, simbolizando lacos de amizade e identidade cultural, especialmente nas
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regides sul e centro-oeste do Brasil e em outras dreas da América do Sul (HECK; MEJIA, 2007).
Nos dltimos anos, a crescente valorizagdao da erva-mate como produto funcional tem
impulsionado sua inser¢do em mercados nacionais € internacionais. Estima-se que a planta
contenha mais de 200 compostos bioativos, incluindo cafeina, teobromina, polifendis e saponinas
(SONG et al., 2025). Essa complexidade fitoquimica tem despertado o interesse da industria de
alimentos, bebidas e suplementos, especialmente na busca por fontes naturais de antioxidantes
(EMBRAPA, 2020). A partir desse potencial, iniciativas t€m sido direcionadas ao desenvolvi-
mento de cultivares com teores especificos de compostos de interesse, promovendo avangos em
melhoramento genético e agregacdo de valor ao produto final (WENDLING; SANTIN, 2015).
A diversificacdo dos produtos derivados da erva-mate, como chds prontos, extratos
concentrados e suplementos, aliada a ado¢do de técnicas modernas de secagem e armazenamento,
tem possibilitado a preservacdo das propriedades bioativas da planta, garantindo maior qualidade
para os consumidores. Esse movimento tem sido impulsionado, ainda, pela expansao do mercado
global, especialmente em paises como Estados Unidos e na¢des europeias, onde cresce a demanda
por alternativas naturais e sauddveis. Nesse contexto, os investimentos em inovacao, certificacdo
e controle de qualidade fortalecem a posicao do Brasil como referéncia mundial no setor, ao
mesmo tempo em que ampliam as perspectivas de crescimento sustentdvel da cadeia produtiva

da erva-mate (EMBRAPA, 2020).

3.3 COMPOSTOS FITOQUIMICOS PRESENTES NA ERVA-MATE

A erva-mate (Ilex paraguariensis A. St-Hil) é conhecida por sua rica composi¢do de
compostos fitoquimicos que desempenham papéis importantes para a saide humana, principal-
mente por suas propriedades antioxidantes. Entre os compostos bioativos presentes nas folhas e
ramos da planta, destacam-se os polifendis (dcido fendlico, flavonoides e o dcido clorogénico) e
as xantinas, como a cafeina e a teobromina, que estio entre 0s componentes com maior concen-
tracdo (MEINHART et al., 2010). Além disso, encontra-se uma ampla variedade de constituintes,
incluindo minerais e vitaminas soliveis em dgua, como vitaminas do complexo B, vitamina C,

potéssio, manganés e magnésio (HECK; MEJIA, 2007).
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3.3.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos sdo uma das principais classes de metabdlitos secundérios pre-
sentes nas plantas e sao amplamente reconhecidos por suas potentes propriedades antioxidantes.
Eles desempenham um papel importante na defesa das plantas contra estresses ambientais e
patégenos, além de serem altamente benéficos para a saide humana devido a sua capacidade
de neutralizar radicais livres, reduzindo os danos oxidativos nas células. Esses compostos estdao
presentes em uma grande variedade de alimentos de origem vegetal, como frutas (uva, maca,
pitanga), leguminosas (feijao, soja), hortalicas (cebola, pimentdo), além de bebidas como café,
chd verde, vinho e na prépria erva-mate (ROSS; KASUM, 2002) .

Na erva-mate, os compostos fenélicos, como flavonoides, dcido cafeico e os acidos
clorogénicos, sdo amplamente estudados por suas propriedades antioxidantes. Eles ajudam a pro-
teger o organismo humano contra o estresse oxidativo, que estd associado ao desenvolvimento de
doengas cronicas, como doencgas cardiovasculares e neurodegenerativas. Além disso, estudos tém
demonstrado que esses compostos fendlicos também possuem propriedades anti-inflamatorias,
anticancerigenas e imunomoduladoras, tornando-os alvo de crescente interesse na pesquisa
cientifica e terapéutica (VIEIRA et al., 2010).

De acordo com a estrutura quimica, podem ser realizadas distin¢cdes entre os tipos de
compostos fendlicos e estes podem ser classificados em dois grandes grupos: os dcidos fendlicos

e os flavonoides (SIMOES et al., 2007).

3.3.1.1 Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos, além de ocorrerem sob sua forma natural, podem também ligar-se
entre si ou com outros compostos. A familia de compostos mais importantes destas combinacdes,
devido a sua alta bioatividade, sdo os acidos clorogénicos (chlorogenic acids- CGA).

Os derivados do acido cinamico consistem em compostos aromaticos com uma cadeia
lateral de trés carbonos (C6-C3) (Figura 3), tendo os 4cidos cafeico, ferilico, p-cumdrico e

sindpico como principais representativos da classe (ANGELO; JORGE, 2007).
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Figura 3 — Acido quinico e os principais derivados cinAmicos para producao de CGAs: acido cafeico, acido
ferilico e acido p-cumarico.
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Fonte: Autoria propria (2026).

3.3.1.1.1 Derivados cafeoilquinicos

O 4cido cafeico e seus derivados s@o os principais representantes dos compostos fendli-
cos na erva-mate. Cerca de 10 % do peso seco de seu extrato € composto por derivados do acido
cafeoilquinico que sdo particularmente notdveis por sua atividade antioxidante (FILIP et al.,
2001). Esses acidos sdo eficazes na neutralizacdo de radicais livres, ajudando a prevenir danos
celulares e o estresse oxidativo, que estio associados ao envelhecimento e ao desenvolvimento de
doengas cronicas (BRAVO et al., 2014). A Figura 4 apresenta as estruturas quimicas dos derivados
do 4cido cafeoilquinico, como o 4cido clorogénico (dcido-3-O-cafeoilquinico (3-CQA) e acido-
5-O-cafeoilquinico (5-CQA)), 4cido 4-O-cafeoilquinico (4-CQA), dcido 3,4-di-O-cafeoilquinico
(3,4-diCQA), 4cido 3,5-di-O-cafeoilquinico (3,5-diCQA) e 4cido 4,5-di-O-cafeoilquinico (4,5-
diCQA).
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Figura 4 — Estrutura dos derivados cafeoil: acido clorogénico (acido-3-O-cafeoilquinico e acido-5-
O-cafeoilquinico), acido 4-O-cafeoilquinico, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, acido 3,5-di-O-
cafeoilquinico e acido 4,5-di-O-cafeoilquinico.
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Fonte: Autoria prépria (2026).

O 4cido clorogénico, um derivado do 4cido cafeico, é outro composto fendlico que se
destaca e € presente em grandes quantidades na erva-mate. O dcido clorogénico mais comum € o
acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) (CLIFFORD, 2000).

Os CGAs sao formados pela reacdo de esterificacdo entre o dcido quinico e derivados do
acido cinamico, como o acido cafeico (ROBBINS, 2003). Ele esta diretamente envolvido na alta
capacidade antioxidante da planta, protegendo as células contra os danos oxidativos. Os CGAs
possuem uma grande importancia, estando presentes em diversos vegetais e sendo responsdveis
por caracteristicas organolépticas relevantes em determinados alimentos, como, por exemplo, o
amargor caracteristico da erva-mate (PESCHEL et al., 2006).

Além disso, o 4cido clorogénico ajuda no controle da glicemia e no metabolismo de
lipidios em seres humanos, sendo ttil na prevencdo de doengas metabdlicas, como diabetes tipo

2 e obesidade (BRAVO et al., 2014).
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3.3.1.2 Flavonoides

Outro grupo importante de compostos fendlicos encontrados na erva-mate sao os
flavonoides. Os flavonoides pertencem a uma classe de compostos naturais que, nos ultimos
anos, tém despertado grande interesse tanto na pesquisa cientifica quanto na drea terapéutica.
Eles sdo amplamente distribuidos em alimentos de origem vegetal, como frutas, vegetais, cereais
e bebidas, e t€ém sido associados a uma variedade de beneficios para a saide, principalmente por
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias e cardioprotetoras (HAVSTEEN, 2002).

Na erva-mate, entre os principais flavonoides identificados estdo a quercetina, rutina
e kaempferol, compostos que sdo bem conhecidos por suas funcdes na reducdo do risco de
doengas cardiovasculares, controle de inflamagdes e pelo fortalecimento do sistema imunoldgico.
Esses compostos, amplamente distribuidos em alimentos vegetais, estdo associados a prote¢ao
contra doencas cardiovasculares, além de apresentarem propriedades anti-inflamatdrias e imu-
nomoduladoras (HECK; MEJIA, 2007). Estudos clinicos demonstraram que suplementacao de
quercetina pode reduzir pressdo arterial sistdlica e diastdlica e diminuir marcadores inflamatorios

em humanos, sugerindo efeitos cardioprotetores desses flavonoides (DABEEK; MARRA, 2019).

3.3.2 Metilxantinas

Estruturalmente, sdo classificadas como pseudoalcaloides, pois derivam de bases pu-
rinicas e apresentam cardter anfétero. No entanto, alguns autores as consideram alcaloides
verdadeiros, conhecidos como alcaloides purinicos, devido a sua atividade bioldgica expressiva,
distribuicdo restrita e presenca de nitrogénio em sua estrutura heterociclica (SIMOES et al.,
2007).

As principais metilxantinas presentes na erva-mate sao a cafeina (1,3,7-trimetilxantina),
a teobromina (3,7-dimetilxantina) e a teofilina (1,3-dimetilxantina). Nas folhas de erva-mate, a
cafeina € a metilxantina predominante, com concentragdes em base seca variando entre (0,89 -
1,73 %), seguida pela teobromina (0,26 - 0,88 %) e, em menor quantidade, pela teofilina, um
isdmero da teobromina; no entanto, as condi¢des e métodos de extracdo exercem uma forte
influéncia nos teores desses compostos mensurados (CLIFFORD; RAMIREZ-MARTINEZ,
1990).
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3.3.2.1 Cafeina

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € caracterizada por ser uma xantina metilada, o que
significa que possui trés grupos metil (CH3) ligados a sua estrutura de base xantina (Figura 5),
€ amplamente conhecida por suas propriedades estimulantes e € um dos principais compostos
bioativos presentes na erva-mate (SIMOES et al., 2016). Além de ser uma das substincias mais
consumidas no mundo, sua presenga na erva-mate contribui significativamente para o perfil
funcional desta planta que é amplamente consumida em paises da América do Sul (HECK;
MEIJIA, 2007).

A quantidade de cafeina consumida em 100 mL da bebida preparada a frio (tereré)
€ menor do que a da bebida chimarrdo preparada em dgua quente, dependendo do método de
preparo da bebida e do tipo de processamento industrial. Estudos indicam que a quantidade de
cafeina em uma infusdo de chimarrdo pode ser suficiente para proporcionar efeitos estimulantes
similares aos do chd verde, mas com uma menor concentracdo em relacdo ao café. No entanto,
o consumo regular de erva-mate, seja no formato de chimarrdo ou tereré, oferece uma dose
moderada de cafeina, o que torna a bebida uma alternativa vidvel para aqueles que buscam os
beneficios da cafeina sem os efeitos estimulantes mais intensos que o café pode causar (BASTOS

et al., 2005).

Figura 5 — Estrutura molecular da cafeina
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Fonte: Autoria prépria (2026).

3.3.2.2 Teobromina

A teobromina (3,7-dimetilxantina) ¢ um composto importante encontrado na erva-mate,
pertencente a metilxantinas, assim como a cafeina. Sua estrutura molecular € bastante semelhante

a da cafeina, com a diferenca de que possui apenas dois grupos metil em vez de trés (Figura 6 ).
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Figura 6 — Estrutura molecular da teobromina
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Fonte: Autoria prépria (2026).

Devido a essa variacdo estrutural, a teobromina apresenta efeitos fisioldgicos distintos e
menos estimulantes em comparacgdo a cafeina. A teobromina € conhecida por suas proprieda-
des vasodilatadoras e diuréticas, o que a torna particularmente interessante do ponto de vista
medicinal. Ela tem um efeito mais suave no sistema nervoso central, mas age eficazmente no
relaxamento dos musculos lisos, o que pode contribuir para a reducdo da pressao arterial e

melhorar a circulacdo sanguinea (HECK; MEJIA, 2007).
3.4 VARIACAO COMPOSICIONAL DA ERVA-MATE

A composi¢ao quimica da erva-mate € resultado da interacao entre fatores genéticos,
ambientais e tecnoldgicos. Esses elementos atuam de forma sinérgica, determinando o perfil de
metabolitos secunddrios, como cafeina, teobromina e polifendis, que conferem as propriedades
bioldgicas e sensoriais caracteristicas da planta (BASTOS et al., 2005; HECK; MEJIA, 2007).

A progénie € o fator intrinseco mais relevante sobre a composicdo quimica da planta.
Resultante do cruzamento de matrizes previamente selecionadas, a progénie define a base
genética dos clones desenvolvidos em programas de melhoramento para que tenham caracte-
risticas agrondmicas e quimicas desejaveis, como alto teor de cafeina ou antioxidantes e os
propagam vegetativamente para garantir uniformidade (WENDLING; SANTIN, 2015). Estudos
comparativos entre clones revelam que diferencas genéticas alteram a expressao de enzimas do
metabolismo secundario, impactando diretamente a sintese de alcaloides e fendis (AGUIAR et
al., 2024; CROGE et al., 2021). Por exemplo, clones selecionados para alta produtividade podem
apresentar até 10 vezes mais cafeina que gen6tipos convencionais (AGUIAR et al., 2024).

As condi¢des edafoclimadticas (solo, clima, luminosidade) modulam esse potencial

genético. Temperatura, umidade e radiacdo UV influenciam a atividade de enzimas como
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polifenol oxidase e metiltransferases, que participam da biossintese de compostos bioativos
(Figura 7). Plantas cultivadas em regides de altitude elevada, por exemplo, tendem a acumular

mais polifendis como resposta ao estresse oxidativo causado pela radiacdo ultravioleta (GOBBO-

NETO; LOPES, 2007).

Figura 7 — Fatores ambientais e fisiologicos que regulam o actiimulo de metabdélitos secundarios em Ilex
paraguariensis.
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O estagio de desenvolvimento das folhas € outro determinante critico. Folhas jovens
produzem mais cafeina que folhas maduras, que atuam como defesa quimica contra herbivoros
durante a fase vulneravel de crescimento (AGUIAR et al., 2024; TOMASI et al., 2025) . Essa
estratégia € particularmente evidente em ambientes sombreados, onde plantas jovens compensam
a menor eficiéncia fotossintética com maior producdo de metabdlitos de defesa (YIN et al.,
2015).

A sazonalidade exerce impacto marcante: no verdo, a combinagao de alta irradiancia
e temperaturas elevadas intensifica o metabolismo secundario (SHARMA et al., 2019). Nesse
periodo, a erva-mate aumenta a producdo de cafeina através de um mecanismo bioquimico
especifico: enzimas metiltransferases adicionam grupos metil a xantina (um composto natural
da planta), transformando-a sequencialmente em teobromina e depois em cafeina (AGUIAR et

al., 2024; ASHIHARA; CROZIER, 2001; YIN et al., 2015). A energia para essas reacdes vem
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da fotossintese, que é mais ativa no verdo, fornecendo ATP (molécula energética) e precursores
quimicos em abundancia (ASHIHARA; CROZIER, 2001; YIN et al., 2015). Simultaneamente,
a cafeina cumpre dupla funcdo: protege as folhas dos danos da radiacdo UV e age como
repelente natural contra insetos, cuja incidéncia aumenta nessa estacdo (SHARMA et al., 2019).
Genes reguladores associados a sintese de alcaloides sao ativados pelo calor e pelo fotoperiodo
prolongado, resultando em teores de cafeina até 30% superiores no verao em comparagao com
outras estacoes (AGUIAR et al., 2024; SHARMA et al., 2019; YIN et al., 2015).

A complexa interagdo entre sazonalidade, atividade enzimadtica e regulacido genética
¢ sintetizada de forma esquematica na Figura 8. Este diagrama integra as vias metabdlicas, os
fluxos energéticos e os fatores ambientais que regulam a sintese e o acimulo de cafeina em I/ex
paraguariensis.

A Figura 8 apresenta as principais etapas do metabolismo das xantinas metiladas nas
folhas de llex paraguariensis, abrangendo compostos como cafeina, teobromina e teofilina. O
composto central desse metabolismo € a xantina, que atua como substrato inicial nas reagdes
de metilacdo. Diferentemente de outras espécies produtoras de cafeina, como Coffea spp. e
Camellia sinensis, que utilizam a xantosina como precursor primario, a erva-mate emprega a
xantina diretamente em sua via biossintética, evidenciando uma rota metabdlica distinta.

Segundo Yin et al. (2015), a biossintese de cafeina em Ilex paraguariensis representa
um modelo singular de plasticidade metabdlica e convergéncia evolutiva. A xantina é submetida
a reagdes de metilacdo sequencial em diferentes posi¢cdes do anel purinico (IN, 3N e 7N),
catalisadas por enzimas N-metiltransferases (setas vermelhas), originando os intermedidrios
3-metilxantina, 7-metilxantina, teobromina e teofilina, até culminar na formacao da cafeina. No
sentido oposto, enzimas N-desmetilases (setas azuis) catalisam reagdes de desmetilacdo, que

participam tanto da reciclagem metabdlica quanto da degradagdo desses compostos.
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Figura 8 — Rotas metabdlicas de biossintese e degradacio de xantinas metiladas em Ilex paraguariensis.
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Na rota biosintética pode-se observar a conexao entre o metabolismo de nucleotideos
(AMP e GMP) e a formacdo de xantosina, sugerindo uma possivel rota alternativa de suprimento
para a biossintese de cafeina. J4 na rota catabdlica das purinas, a xantina é degradada em ureideos,
0s quais sdo posteriormente convertidos em moléculas simples como 4cido glioxilico, amdnia e

di6xido de carbono, completando o ciclo de degradacao de compostos nitrogenados.
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No entanto, a composi¢do quimica final da erva-mate ndo depende exclusivamente
dos processos bioquimicos intrinsecos. Fatores tecnoldgicos aplicados apds a colheita também
desempenham um papel fundamental. Se, por um lado, as vias metabdlicas regulam a sintese e
degradacdo de compostos como cafeina e ureideos, por outro, métodos de processamento pos-
colheita, em especial a secagem, atuam como moduladores criticos da estabilidade e preservacao
desses metabdlitos.

Se a biossintese de cafeina exemplifica a plasticidade do metabolismo das purinas em
llex paraguariensis, a sintese de dcido clorogénico ilustra, de forma complementar, a comple-
xidade da via dos fenilpropanoides na planta. Ambos os grupos de metabdlitos respondem a
estimulos ambientais semelhantes como radiacdo UV, temperatura e estresse bidtico, porém por
meio de rotas bioquimicas distintas e com fungdes fisioldgicas especificas (HECK; MEJIA, 2007;
CLIFFORD, 2000). Enquanto os alcaloides atuam predominantemente como defesa quimica
contra herbivoros e reguladores do metabolismo energético, os dcidos clorogénicos exercem
papel central na prote¢do contra o estresse oxidativo e na resposta a patégenos (SHARMA et al.,
2019; CLIFFORD et al., 2017). Essa complementaridade metabdlica €, portanto, determinante
para o perfil bioativo caracteristico da espécie.

O 4cido clorogénico representa outro grupo de metabdlitos secundérios de grande
relevancia em Ilex paraguariensis, sendo sintetizado por meio da via dos fenilpropanoides,
cujas etapas estao sintetizadas na Figura 9. O precursor inicial dessa rota € a fenilalanina, um
aminodcido aromatico convertido em 4cido cindmico pela enzima fenilalanina amodnia-liase
(PAL), representando o ponto de entrada no metabolismo fendlico (VOGT, 2010). A partir dai,
reacoes catalisadas sequencialmente pelas enzimas cinamato 4-hidroxilase (C4H) e 4-cumaroil-
CoA ligase (4CL) convertem o dcido cinamico em dcido p-cumarico e, posteriormente, em p-
Cumaroil-CoA, respectivamente (VOGT, 2010; CLIFFORD et al., 2017). Este taltimo composto
constitui o nd central da via, a partir do qual se ramificam ao menos trés rotas distintas (indicadas
pelos numerais 1, 2 e 3 na Figura 9) que conduzem a formacao do acido 5-O-cafeoilquinico,

principal isdmero do 4cido clorogénico na espécie (D’ORSO et al., 2023).
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Figura 9 — Rotas metabdlicas de biossintese do acido clorogénico e derivados via fenilpropanoides em Ilex

paraguariensis.
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Na rota predominante (rota 1), a enzima hidroxicinamoil transferase (HCT) incorpora o
grupamento cumaroil ao 4cido shiquimico, gerando o intermedidrio OH p-Cumaroil-shiquimato,
que é subsequentemente hidroxilado pela cinamato 3-hidroxilase (C3H) a OH Acido 5-O-
Cafeoilshiquimico. A HCT entdo catalisa a transferéncia reversa do grupamento cafeoil ao CoA,
formando o Cafeoil-CoA, que reage com o dcido quinico por acao da quinato:hidroxicinamoil
CoA transferase (QG), produzindo o dcido 5-O-cafeoilquinico (KOITON et al., 2022; SOVI-
GUIDI et al., 2022). Rotas alternativas envolvem a transferéncia direta do grupamento p-cumaroil
ao 4cido quinico via HCT (rota 2), com posterior hidroxilacdo pela C3H, ou ainda a via mediada
por intermedidrios glicosidicos de cinamoil e cafeoil (rota 3), que converge para o produto final
pela acdo da enzima HCGQT (D’ORSO et al., 2023). Adicionalmente, a via pode prosseguir
com a incorporacao de um segundo residuo cafeoil ao 4cido clorogénico, também pela enzima
QG, resultando no 4cido 3,5-di-cafeoilquinico, um dicafeoilquinato abundante em erva-mate e
associado a elevada capacidade antioxidante (BASTOS et al., 2005; CLIFFORD et al., 2017,
D’ORSO et al., 2023).

Compreender a variacdo composicional da erva-mate, portanto, é condi¢do prévia para
exploréd-la de forma racional. A diversidade quimica observada entre gendtipos, ambientes e
estagdes nao € ruido, mas informacdo e seu aproveitamento sistemdtico, por meio da integragdao
entre melhoramento genético, manejo agrondmico e tecnologia pds-colheita, € o que viabiliza
a producdo de matérias-primas com perfil bioativo previsivel e reprodutivel (WENDLING;

SANTIN, 2015; AGUIAR et al., 2024; BASTOS et al., 2005).
3.5 TECNICAS DE QUANTIFICACAO DE COMPOSTOS BIOATIVOS DA ERVA-MATE

A quantificagdo de compostos da erva-mate € um processo essencial para garantir a
padronizacdo, seguranca e eficicia dos produtos derivados dessa planta. Compostos bioativos
presentes na planta, como cafeina, teobromina e 4cidos clorogénico e seus derivados, desem-
penham um papel central nesse processo, uma vez que esses componentes sao responsaveis
pelas propriedades funcionais e teraputicas amplamente reconhecidas da Ilex paraguariensis

(CROGE et al., 2021; FILIP et al., 2001).
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3.5.1 Espectrofotometria de absorc¢ao no ultravioleta e visivel (UV-Vis)

A espectrofotometria UV-Vis € amplamente utilizada como técnica analitica para o
controle de qualidade de matrizes quimicamente complexas, como extratos de prépolis, sendo
frequentemente aplicada na quantificacao de flavonoides em materiais vegetais (TOMAZZOLI
et al., 2015). Os flavonoides apresentam espectros de absor¢ao caracteristicos na regido do
ultravioleta-visivel (UV-Vis), os quais sdo determinados pela estrutura quimica do nticleo benzo-
pirona. Esses compostos exibem dois mdximos de absor¢do, um na faixa de 240 nm a 285 nm e
outro entre 300 nm e 400 nm (TANIGUCHI et al., 2023).

Na espectrofotometria, a luz proveniente da fonte € direcionada através da amostra
contida em uma cubeta transparente, sendo a intensidade da luz transmitida medida por um
detector. A absorvancia registrada € diretamente proporcional a concentracao da substincia na
amostra, de acordo com os principios da Lei de Lambert-Beer. Além da capacidade de quantificar
substancias que absorvem radiacdo, a técnica pode ser utilizada para andlises indiretas, apds a
realizacao de modificagdes quimicas nos analitos. A utilizacdo de reagentes especificos permite
aumentar a sensibilidade e seletividade da detec¢do, especialmente para espécies que apresentam
baixa absorc¢ao, possibilitando a quantificagdo precisa de analitos em menores concentragdes
(PERKAMPUS, 1992).

A Equacao 1 € fundamental na espectrofotometria e descreve como a luz € absorvida
por uma substancia em solucdo, sendo diretamente proporcional a concentracdo da espécie

absorvente e ao caminho 6ptico percorrido pela luz.

A=c-c-l (1)

onde:

A = absorvancia (adimensional),
e ¢ = coeficiente de absor¢io molar (L mol! cm™),

* ¢ = concentracdo da substancia (mol L),

[ = caminho 6ptico (cm).

Na pratica analitica, € comum utilizar a equagdo da reta na forma y = a + bz, onde y

representa a absorvancia e x a concentragdo. Nesse contexto, o coeficiente angular b corresponde
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ao produto € - [, ou seja, estd diretamente relacionado a sensibilidade do método, indicando o
quanto a absorvancia varia em fun¢@o da concentra¢do. Quanto maior o valor de b, mais sensivel
¢ o método a varia¢do de concentracao.

A sensibilidade analitica influencia diretamente a precisdo do método, pois métodos
mais sensiveis conseguem detectar pequenas variacdes na concentracdo com maior clareza,
reduzindo a incerteza associada a leitura. No entanto, vale destacar que a sensibilidade sozinha
ndo garante precisdo, esta também depende da reprodutibilidade dos dados e do controle dos

parametros experimentais (SKOOG et al., 2020).
3.5.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE, também conhecida como High-Performance Liquid Chromatography (HPLC),
€ uma técnica analitica de grande importancia na separagdo e quantificacdo de componentes
presentes em misturas complexas devido a sua elevada sensibilidade, resolugdo e precisdao
(SKOOG et al., 2020).

E uma técnica analitica muito utilizada para a separacio de compostos organicos,
como vitaminas, agroquimicos, metabdlitos e farmacos. O processo de separa¢ido ocorre pela
distribuicdo dos compostos entre duas fases: a fase estaciondria (FE), geralmente composta
por um material adsorvente de grande drea superficial empacotado em uma coluna, e a fase
movel (FM), um fluido que é bombeado através da coluna junto com os analitos. A interacao
diferencial dos compostos com a FE, baseada em suas polaridades, permite a separacdo eficiente
dos componentes da amostra. Essa técnica € amplamente aplicada ndo apenas na quimica, mas
também em dreas como cié€ncias ambientais, farmacologia e indudstria de alimentos, devido a sua
capacidade de separar substincias com propriedades similares em diferentes matrizes (HARRIS,
2017; LANCAS, 2016).

O sistema de CLAE (Figura 10) é composto por um conjunto de médulos: reservatdrios
de solventes, bomba de alta pressao, injetor de amostras, coluna cromatogréfica, detector e
sistema de aquisi¢do e processamento de dados. A fase movel, impulsionada pela bomba,
percorre o sistema e carrega os analitos pela coluna, onde ocorre a separagao. Em seguida, os
compostos eluidos sdo detectados por meio de diferentes tipos de detectores, dependendo da

natureza da analise e dos analitos-alvo (SKOOG et al., 2020).
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Figura 10 — Etapas da cromatografia liquida de alta eficiéncia
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A resolugdo e a precisdo obtidas na CLAE podem ser influenciadas por diversos fatores
relacionados tanto ao sistema cromatografico quanto as caracteristicas da amostra. Entre os
principais, destacam-se as propriedades fisico-quimicas da fase estaciondria, a composicao e
o pH da fase mével, a temperatura da coluna, bem como o tamanho e a homogeneidade das
particulas de empacotamento. A vazio da fase mével, o volume de injecdo e o preparo adequado
da amostra também sdo determinantes para evitar efeitos indesejados, como alargamento de picos
ou coeluicdes. Além disso, condi¢des inadequadas de manutengdo do sistema, como desgaste da
coluna ou contaminacao de solventes, podem comprometer significativamente o desempenho da

separacao (GUIOCHON, 2006; NEUE et al., 2003).
3.5.2.1 Tipos de detectores na CLAE

O desempenho analitico da CLAE est4 intrinsecamente ligado a escolha do sistema de
detecc¢do, etapa crucial para a identificagdo e quantificagdo dos compostos eluidos. A selecdao do
detector adequado deve considerar suas especificidades quanto a sensibilidade, seletividade e

compatibilidade com as propriedades fisico-quimicas dos analitos investigados.

* Detector de Absor¢do no ultravioleta-visivel (UV-Vis): E um dos detectores mais comuns
em CLAE. Baseia-se na absor¢do de radiacdo por compostos que possuem cromaéforos, ou
seja, estruturas quimicas com liga¢des duplas conjugadas capazes de realizar transi¢des

eletronicas quando expostas a luz em determinados comprimentos de onda, principalmente
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nas regides do UV e do visivel. Essas transicoes permitem a detec¢@o dos analitos, tornando
o detector UV-Vis amplamente utilizado na anédlise de farmacos e compostos fendlicos,

devido a sua boa sensibilidade (HARRIS, 2017).

O detector de arranjo de diodos (DAD — Diode Array Detector) é uma evolugao do detector
UV-Vis tradicional. Diferentemente do UV-Vis, que mede a absorbancia em apenas um
comprimento de onda por vez, o DAD € capaz de adquirir dados simultaneamente em um
espectro amplo de comprimentos de onda (geralmente entre 190 e 800 nm). Isso permite a
obtencao dos espectros de absorcao dos analitos em tempo real durante a elui¢do, o que é
extremamente util tanto para sua identificagdo quanto para o monitoramento de coeluicdes

(LANCAS, 2016; SKOOG et al., 2020).

A principal vantagem do DAD ¢€ sua versatilidade e seletividade em amostras complexas,
como extratos vegetais. No caso da erva-mate, compostos como cafeina, teobromina e
acido clorogénico possuem absor¢do na faixa do UV, podendo ser facilmente identificados
e quantificados com esse detector. Além disso, o DAD permite realizar andlises de pureza
de pico e verificar a presenga de compostos desconhecidos por meio da sobreposicao de

espectros (PERES et al., 2013).

O detector de fluorescéncia (FLD) € altamente sensivel e seletivo, ideal para a detec¢do de
analitos que emitem fluorescéncia natural ou que podem ser derivatizados para apresentar
essa propriedade. O principio de funcionamento baseia-se na excita¢do do analito em um
comprimento de onda especifico, resultando na emissdo de luz em outro comprimento
de onda (geralmente maior), que é entdio detectada. E comumente empregado em and-
lises farmacéuticas, biomédicas e ambientais, sendo capaz de detectar compostos em

concentragdes da ordem de ng.mL~! (HARRIS, 2017; SKOOG et al., 2020).

No entanto, sua aplicacdo é limitada aqueles analitos fluorescentes ou que possam ser
submetidos a derivatizag¢do, o que nem sempre € viavel ou desejavel dependendo da matriz.
Ainda assim, sua sensibilidade supera significativamente a dos detectores UV e DAD em

determinadas aplicacdes.

Detector de refratometria diferencial (RID): Mede alteragdes no indice de refracdao da
fase movel ao passar por diferentes analitos. Ele € util para compostos que ndo absorvem

radiacdo UV ou fluorescéncia, como agucares, dlcoois, 4cidos graxos e alguns polimeros.
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No entanto, apresenta baixa sensibilidade e nao permite o uso de gradientes na fase movel,

o que limita sua aplicagdo em comparagao com os outros detectores (LANCAS, 2016).

* Detector acoplado a espectrometria de massas (LC-MS): Combina a separa¢do cromato-
grafica com a alta sensibilidade e especificidade da espectrometria de massas. Permite a
identificacdo de compostos, mesmo em baixas concentracdes, sendo amplamente utilizado
em andlises metaboldmicas e de compostos bioativos em matrizes complexas. Apesar de
sua alta performance, o custo elevado e a necessidade de equipamentos especializados

limitam seu uso rotineiro (PERES et al., 2013).

Para as andlises propostas neste trabalho, que envolvem a quantificacdo de compostos
fendlicos e alcaloides purinicos presentes em diferentes clones de Ilex paraguariensis, foi utili-
zado o detector DAD, devido a sua versatilidade, sensibilidade e capacidade de monitoramento
simultdneo em diferentes comprimentos de onda, caracteristicas que o tornam ideal para matrizes
vegetais com grande complexidade quimica. A CLAE acoplada ao detector DAD tem sido
amplamente aplicada na andlise de compostos bioativos, como os encontrados na erva-mate.
Compostos como a cafeina, teobromina e dcidos fendlicos (como o 4cido clorogénico) sdao
frequentemente analisados por essa técnica, devido a sua capacidade de oferecer alta resolucao e
precisdo, mesmo em misturas complexas de compostos naturais (BASTOS et al., 2005; PERES

etal., 2013).

3.5.2.2 Validagdao de metodologias analiticas por cromatografia liquida de alta eficiéncia

(CLAE-DAD)

A validac@o de metodologias analiticas constitui uma etapa essencial na aplicacdo da
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), assegurando que os resultados obtidos sejam
confidveis, consistentes e adequados ao objetivo analitico proposto. Em métodos cromatograficos
aplicados a matrizes vegetais complexas, como a erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.),
a validacdo torna-se particularmente relevante devido a elevada diversidade de metabdlitos
secundarios presentes, os quais podem ocasionar interferéncias analiticas e comprometer a
correta identificac@o e quantificacdo dos compostos de interesse.

Diretrizes internacionais amplamente consolidadas, como as propostas pelo ICH Q2
(R1) (2005), estabelecem parametros fundamentais para a validacdo de métodos analiticos,

incluindo seletividade, linearidade, precisdo, exatidao, limites de deteccdo e quantificagcdo e
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robustez. Entretanto, a literatura reconhece que a extensdo da validagcdo deve ser definida de
acordo com a finalidade do método e o contexto de aplicacdo, sendo aceitavel, em estudos de
caracterizacao quimica e avaliagdo comparativa, a €nfase em parametros diretamente relacio-
nados a confiabilidade da identificagcdo e da quantificagdo dos analitos (SNYDER ez al., 2010;
OLIVIERI, 2015).

No caso de métodos baseados em CLAE acoplada a detector de arranjo de diodos
(CLAE-DAD), a seletividade e a linearidade assumem papel central, uma vez que a combinacao
do tempo de retencdo com a andlise espectral no ultravioleta permite a confirmacio da identidade
dos analitos e a avaliagdo de possiveis coeluicdes (SNYDER et al., 2010). Adicionalmente, a
determinacdo adequada dos limites de detec¢@o e quantificacdo fornece informagdes essenciais
sobre a sensibilidade do método, especialmente em estudos envolvendo variagdes sazonais e
diferencas metabdlicas entre clones, nos quais determinados compostos podem estar presentes
em baixos teores (OLIVIERI, 2015).

Dessa forma, a validagdo analitica em CLAE-DAD, quando conduzida de maneira
alinhada aos objetivos do estudo, constitui uma ferramenta indispensédvel para garantir a qualidade
dos dados gerados, subsidiando interpretagdes confidveis sobre a composi¢ao fitoquimica da
erva-mate e sua variacdo em funcao de fatores genéticos e ambientais.

A aplicacdo desses critérios em métodos de CLAE destinados a andlise de compos-
tos bioativos em matrizes vegetais contribui para uma avaliagdo mais rigorosa da capacidade
do método em detectar e quantificar analitos presentes em diferentes niveis de concentracgao,

especialmente em estudos comparativos envolvendo variabilidade genética e sazonal.

3.5.2.2.1 Seletividade

A seletividade € definida como a capacidade do método analitico em distinguir o
analito de interesse na presenca de outros componentes da matriz, como interferentes, impurezas
ou produtos de degradagcdao (ICH Q2 (R1), 2005). Em métodos cromatograficos acoplados a
detectores espectroscopicos, como o detector de arranjo de diodos (DAD), a seletividade pode
ser avaliada ndo apenas pela separacdo cromatografica, mas também pela andlise espectral dos
picos obtidos.

Em matrizes vegetais, a avaliacdo da seletividade € particularmente relevante, uma vez
que compostos estruturalmente semelhantes podem apresentar tempos de reten¢do proximos.

Nesse contexto, a comparacio entre os tempos de retencao e a sobreposi¢ao dos espectros de
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absorcao no ultravioleta dos padrdes analiticos e das amostras constitui uma abordagem ampla-
mente aceita para confirmar a identidade dos analitos (SNYDER et al., 2010). A estabilidade
espectral ao longo do pico cromatografico € indicativa da auséncia de coeluicao significativa,

reforcando a seletividade do método.

3.5.2.2.2 Linearidade

A linearidade expressa a capacidade do método analitico em produzir respostas pro-
porcionais a concentracao do analito dentro de uma faixa previamente definida. Em CLAE, a
linearidade € usualmente avaliada por meio da constru¢do de curvas analiticas obtidas a partir
de solu¢des padrao em diferentes niveis de concentragdo, seguidas de regressao linear do sinal
cromatogréfico em funcio da concentragdo (ICH Q2 (R1), 2005).

Embora o coeficiente de determinacio (R?) seja amplamente utilizado como critério
inicial de avaliagdo da linearidade, abordagens estatisticas modernas recomendam a andlise
complementar dos residuos e a verificagdo da homocedasticidade como critérios adicionais para
a validacao do modelo de calibragdo (OLIVIERI, 2015). A presenca de residuos aleatoriamente
distribuidos e com variancia aproximadamente constante ao longo da faixa de calibragdo in-
dica a adequagdo do modelo linear adotado e contribui para a confiabilidade das estimativas
quantitativas.

A linearidade, assegura a proporcionalidade entre a resposta do detector e a concentragao
do analito dentro das faixas de trabalho, permitindo comparacdes quantitativas confidveis entre
amostras coletadas em diferentes estagdes do ano. Em estudos de erva-mate, nos quais os teores
de cafeina, teobromina e compostos fenélicos podem variar amplamente em fung¢do do genétipo
e das condicdes ambientais, a definicdo adequada das faixas lineares é essencial para evitar erros

sistemdticos de quantificacdo.

3.5.2.2.3 Limites de detecgdo e quantificacdo

Os limites de detecg¢do (LOD) e de quantificagdo (LOQ) representam parametros fun-
damentais na avaliagdo da sensibilidade de um método analitico. O LOD corresponde a menor
quantidade de analito que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada com pre-
cisdo aceitdvel, enquanto o LOQ representa a menor concentragdo que pode ser determinada

quantitativamente com incerteza controlada (ICH Q2 (R1), 2005).
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Abordagens contemporaneas para a determinacdo dos limites de detec¢do (LOD) e
quantificacdo (LOQ), como as recomendadas pela IUPAC, incorporam conceitos estatisticos
mais robustos, considerando explicitamente os erros do tipo I e do tipo II associados as decisdes
analiticas (OLIVIERI, 2015). O erro do tipo I («) corresponde a probabilidade de um falso
positivo, isto €, indicar a presencga do analito quando ele estd ausente, enquanto o erro do tipo
II (5) representa a probabilidade de um falso negativo, quando o analito estd presente, mas
nao € detectado. Essas metodologias utilizam pardmetros derivados da regressao linear, como a
inclinagdo da curva analitica e o desvio padrao residual, proporcionando estimativas mais realistas
e evitando a subestimagdo frequentemente observada em métodos baseados exclusivamente no
sinal do branco.

Os limites de deteccao e quantificacdo assumem papel estratégico na andlise de erva-
mate ao permitir a identificacdo e quantificacdo de compostos presentes em baixos teores, bem
como na avaliagcdo de variacOes sazonais sutis e diferencas metabdlicas entre clones. A ado¢ao
de abordagens estatisticamente robustas para a determinacio desses parametros contribui para a
confiabilidade dos dados gerados, fortalecendo a interpretacdo dos resultados e sua aplicacdo em
programas de melhoramento genético, controle de qualidade e desenvolvimento de produtos a

base de erva-mate.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Amostras

As andlises foram realizadas a partir de folhas e galhos finos de quatro materiais clonais
de erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil.), desenvolvidos pela Embrapa. Foram avaliados os
clones experimentais 26, 27 e 33, além da cultivar registrada Aupaba.

Os clones 26, 27 e 33 correspondem a materiais em fase de validacdo agrondmica
e multiplicacdo vegetativa. A Aupaba, por sua vez, € uma cultivar oficialmente registrada e
amplamente difundida em sistemas produtivos comerciais, sendo utilizada neste estudo como
material de referéncia comparativa. A classificagcdo dos materiais quanto ao teor de cafeina
encontra-se apresentada na Tabela 1, organizada de modo a evidenciar diferencas entre materiais

de baixo, médio e alto teor.

Tabela 1 — Classificaciao dos clones de erva-mate de acordo com o teor de cafeina.

Clone Classificacao por teor de cafeina
Clone 33 Baixo
Clone 26 Médio
Clone 27 Alto
Aupaba Comercial

Fonte: Autoria proépria (2026).

As plantas utilizadas para coleta ndo eram mudas comerciais, mas sim plantas matrizes
clonais adultas, mantidas exclusivamente para fins de multiplicacdo vegetativa. Essas matrizes
apresentavam idade aproximada entre dois e cinco anos, caracterizando-se como plantas em
estagio adulto de desenvolvimento vegetativo. O cultivo dessas matrizes destinava-se unica-
mente a producio de estaquias para propagacao clonal, ndo sendo as proprias plantas objeto de
comercializacdo.

Todas as amostras foram obtidas no viveiro Golden Tree Viveiro Florestal, localizado
no Logradouro 63-A, Gleba Cachoeira, s/n, distrito de Entre Rios, Guarapuava, Parand, Brasil.
As coordenadas geograficas do local sao 25,567101° S (latitude) e 51,510537° W (longitude),

com altitude média de aproximadamente 1.100 m. A regido caracteriza-se por clima subtropical



42

umido, com variagdes térmicas bem definidas ao longo do ano.

O cultivo das matrizes foi conduzido em ambiente protegido (Figura 11), em estufa
agricola com estrutura metalica arqueada e cobertura plastica translicida, equipada com sistema
interno de sombreamento. As plantas estavam dispostas em canaletas elevadas, organizadas
em fileiras paralelas, sendo que cada clone ocupava uma canaleta especifica, o que permitiu a

individualizacdo do material experimental.

Figura 11 - Vista interna da estufa do viveiro Golden Tree, evidenciando o sistema de cultivo das matrizes

i-:-

Bis S

Fonte: Autoria propria (2026).

O sistema de cultivo adotado foi hidroponico, utilizando pedrisco fino como substrato
inerte. O manejo nutricional foi realizado por fertirrigacio via gotejamento, aplicada duas vezes
ao dia, garantindo fornecimento uniforme de nutrientes a todas as matrizes. A solucao nutritiva
empregada foi composta por fontes de macro e micronutrientes, incluindo fosfato monoamonico
(MAP), nitrato de potéssio, nitrato de célcio, sulfato de amonio, sulfato de magnésio, sulfato
de manganés, sulfato de zinco, molibdato de sédio, boro e ferro. Todas as plantas receberam a
mesma quantidade de formulagdo nutritiva ao longo do periodo experimental.

A irrigacdo complementar foi realizada por aspersdo, com frequéncia ajustada de acordo
com as condi¢des ambientais e o estado fisiolégico das plantas. Em dias de temperaturas mais

elevadas, a irrigacdo ocorreu, em média, trés vezes ao dia, enquanto em dias mais amenos a
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frequéncia foi reduzida. O ajuste da irriga¢do considerou principalmente a temperatura ambiente,
mantendo-se condi¢des hidricas adequadas e homogéneas entre os clones.

As coletas foram realizadas entre 10 h e 11 h da manha, abrangendo as quatro estagdes
do ano (inverno, primavera, verao e outono). A primeira coleta correspondeu ao inverno de 2024,
realizada no final do més de agosto, enquanto a tltima coleta ocorreu no outono de 2025, no final
do més de maio. A padronizagdo do horério de coleta teve como objetivo minimizar variagdes
associadas ao ciclo diurno e as oscilagdes térmicas ao longo do dia. As temperaturas registradas

nos dias de coleta sdao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Temperaturas registradas nos dias de coleta das amostras de erva-mate em diferentes estacoes do
ano dentro da estufa.

Estacao Temperatura minima Temperatura média Temperatura maxima
(°C) (°C) (&)
Inverno 11 24 32
Primavera 20 33 40
Verdo 19 32 40
Outono 19 26 30

Fonte: Autoria prépria (2026).

Em cada estacdo, foram coletados aproximadamente 200,00 g de material vegetal por
clone, constituidos por folhas e galhos finos. A amostragem foi realizada de forma distribuida
ao longo de toda a extensao da canaleta correspondente a cada clone, visando obter material
representativo da matriz e reduzir possiveis variagdes intra-planta ou intra-canaleta.

Ap0s a coleta, as amostras foram acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft, com
o objetivo de reduzir a transpiracdo e evitar condensacdo de umidade, sendo posteriormente
transportadas ao laboratério multiusudrio da Central Analitica da Universidade Tecnoldgica
Federal do Parana (UTFPR), campus Toledo-PR, onde foram conduzidas as anélises quimicas.

Com o intuito de caracterizar as condigdes térmicas as quais os clones foram submetidos
ao longo do periodo experimental, foram considerados os valores de temperatura minima, média
e maxima correspondentes a intervalos representativos de cada estagdo do ano. O monitoramento
da temperatura interna da estufa foi realizado por meio de leituras manuais registradas a cada
hora, em dias comerciais, no intervalo das 8h as 18h. A partir desses registros foram determinadas

as temperaturas maxima, média e minima didrias utilizadas nas andlises subsequentes.
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42 METODOS
4.2.1 Processamento das amostras

Em laboratério, realizou-se a classificagcdo das amostras, que envolveu a selecdo e
higienizacdo das folhas com 4gua destilada, removendo residuos de fertilizantes, folhas em
estado ndo adequado ou outras substancias estranhas, assegurando a pureza do material a ser
analisado.

Seguindo a metodologia adaptada de Balzan et al. (2013), o material foi seco em estufa
com circulagdo de ar por 24 horas a 45 + 1 °C. Posteriormente, as amostras foram trituradas
em moinho de facas e peneiradas em peneira N° 20 (mesh Tyler), para a padronizacdo da
granulometria. O material foi acondicionado em sacos transparentes de polietileno a vacuo e
armazenado em congelador em temperatura de -20 °C, de modo a preservar a sua integridade até
a realizacao das andlises laboratoriais.

A Figura 12 apresenta as etapas do processamento das amostras de erva-mate, incluindo

a classificacdo e higienizacdo das folhas, moagem, peneiramento e acondicionamento a véacuo.

Figura 12 — Processamento das amostras: (A) Classificacao; (B) Moagem da amostra seca; (C) Peneiramento;
e (D) Acondicionamento em embalagem a vacuo.

Fonte: Autoria proépria (2026).
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4.2.2 Determina¢do de umidade residual

A determinacdo de umidade residual foi realizada conforme descrito em BRASIL
(2019). Os cadinhos foram previamente submetidos a dessecagdo em estufa por 30 minutos e,
em seguida, resfriados até atingirem a temperatura ambiente em um dessecador. Posteriormente,
aliquotas de 2,5 g, em duplicata, da amostra pulverizada foram pesadas em balanca analitica
e submetidas a secagem em estufa a 105 °C por um periodo de 5 horas. Apds a secagem, as
amostras foram novamente resfriadas até a temperatura ambiente em um dessecador e, entdo,

pesadas em uma balanga analitica para a determinagdo da perda de massa.

4.2.3 Preparo dos extratos

O preparo dos extratos foi realizado em triplicata, conforme a metodologia descrita por
Balzan et al. (2013), com adaptagdes. Para cada ensaio, pesou-se 1,000 &= 1 0,001 g de amostra
triturada e seca em balanca analitica, adicionando-se 10 mL de solu¢do extratora etanol:agua
(70:30, v/v). A extragdo foi conduzida sob agitacdo em um shaker orbital, a 25 + 1 °C, com
velocidade de 175 rpm, durante 24 horas, sob protecdo da luz. Apds o periodo de maceracéo, os
extratos foram filtrados em papel filtro qualitativo (J. Prolab) e armazenados em tubos Falcon,
sob protecdo da luz, em congelador a -20 °C até a realizacao das andlises.

A escolha da mistura etanol:dgua como solvente extrator deve-se ao fato de o etanol
apresentar elevada eficiéncia na extragdo de compostos fendlicos e alcaloides de matrizes vegetais,
incluindo a erva-mate, conforme demonstrado por KRAKOWSKA-SIEPRAWSKA et al. (2020)
que compararam diferentes solventes e confirmaram o bom desempenho do etanol para esse fim.
Ja o periodo de 24 horas de maceracdo foi adotado com base em protocolos descritos na literatura,
nos quais esse tempo mostrou-se suficiente para garantir a extracao eficiente e reprodutivel, sem
degradacao significativa dos compostos bioativos, como observado em extratos de erva-mate

obtidos por Ribeiro ef al. (2023) e também descrito por Balzan et al. (2013).

4.2.4 Determinacao de compostos fendlicos totais

A quantificacdo dos compostos fendlicos totais foi realizada segundo o método descrito
por Boroski et al. (2015), com adaptagdes. Inicialmente, preparou-se uma solucao padrdo de

acido galico (> 95 %, HPLC, Sigma Aldrich) sob protecao da luz, dissolvendo-se 0,010 g do
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reagente em 50 mL de dgua destilada, obtendo-se uma concentra¢do de 200 mg L=!. A partir
dessa soluc¢do, foram realizadas dilui¢des sucessivas para constru¢cao da curva analitica, com
concentra¢des variando de 0 a 200 mg L.

Para a reacdo, pipetou-se 250 pL da solugdo de extrato da amostra (diluida 1:100 v/v
em etanol 70 %) ou da solu¢do padrdo, adicionando-se 250 pL. do reagente de Folin-Ciocalteu
de grau P.A. (diluido 1:1 v/v em 4gua destilada), 500 pLL de solucdo saturada de carbonato de
sédio (P.A.) e 4,0 mL de dgua destilada. As misturas foram agitadas para homogeneizacdo e
mantidas a temperatura ambiente, protegidas da luz, por 25 minutos. Em seguida, os tubos foram
centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos.

O branco foi preparado utilizando 250 pL. do solvente empregado na extracdo (etanol
70 %), submetido as mesmas condi¢des experimentais.

As medicdes de absorvancia foram realizadas em um espectrofotdmetro Thermo Scien-
tific GENESYS 40, equipamento de feixe duplo que opera na faixa do visivel (325-1100 nm)
com largura de banda espectral de 5 nm. As leituras foram realizadas no comprimento de onda
de 725 nm.

O teor de compostos fendlicos totais foi calculado com base nas absorbancias obtidas
por espectrofotometria UV-Vis, considerando os parametros da curva analitica (inclinagdo
e intercepto), o fator de diluicdo aplicado, o volume final do extrato preparado e a massa
seca da amostra analisada. Os resultados foram expressos em g 100 g~ (%) de amostra seca,

representando a quantidade de compostos fendlicos totais (Equacao 2).

(u X F'D X Vextrato)

Fendlicos Totais = —2

(2)

Mamostra X 10
Em que:
A = absorvancia do extrato;
a = inclina¢io da curva analitica (mg L™!);
b = intercepto da curva analitica;
F'D = fator de diluicao total aplicado a amostra;
Vextrato = volume total do extrato preparado (L);

Mamostra = Massa da amostra seca (g).
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4.2.4.1 Determina¢do de flavonoides

A quantificag@o de flavonoides foi realizada segundo o método descrito por Boroski et
al. (2015), com adaptagdes. A solucao padrao de quercetina (Sigma Aldrich) foi preparada sob
protecdo da luz, dissolvendo 10 mg do reagente em baldo volumétrico e completando o volume
para 5 mL com metanol (P.A.), obtendo-se uma concentra¢do de 2000 mg L1, A partir desta
solucdo, foram realizadas dilui¢des sucessivas em metanol para construcdo da curva analitica,
com concentragdes variando de 0 a 100 mg L1, O branco foi preparado nas mesmas condicdes.

Para a andlise, as amostras foram previamente diluidas na propor¢do 1:10 (v/v) em
metanol, correspondendo a um fator de diluicdo de 10. Em seguida, pipetou-se 500 uL da
solucdo de extrato diluida, adicionando-se 250 pL de solugdo de cloreto de aluminio 5 % (v/v
em metanol) e 4,25 mL de metanol. Os tubos foram mantidos em temperatura ambiente sob
protecdo da luz por 30 minutos. A absorbancia mdxima foi determinada em espectrofotdmetro
UV-Vis a 425 nm, utilizando o branco como referéncia.

O teor de flavonoides nos extratos foi calculado de forma andloga aos fendlicos totais,
considerando o fator de dilui¢do (FD = 10) da amostra, o volume final do extrato preparado € a
massa seca analisada, conforme a Equagdo 2. Os resultados foram expressos em g-100 g~ (%)

de amostra seca, representando a quantidade de flavonoides presentes .

4.2.5 Determinagdo de cafeina, teobromina e dcido clorogénico por CLAE dos extratos

Seguiu-se a metodologia descrita por Gebara et al. (2020), com algumas adaptacdes. A
andlise dos compostos foi realizada por CLAE, utilizando o sistema UltiMate 3000 (Thermo
Fisher Scientific), equipado com detector UV-Vis (Dionex UltiMate 3000 RS Diode Array
Detector), bomba quaternaria (LPG-3400SD), compartimento de coluna termostatizado (TCC-
3400RS) e valvula injetora manual de 20 uL. A separag¢ao cromatografica foi realizada em coluna
de fase reversa C18 (ZORBAX Eclipse XDB, 250,0 mm x 4,6 mm x 5,0 um), mantida a 30 °C.

Os extratos foram previamente diluidos (1:10) em diluente composto por dgua ultrapura
e metanol (85:15, v/v) e filtrados em membranas de nylon de 0,45 um. O sistema de eluic¢ao foi
constituido por fase movel A (dgua acidificada com 0,3 % de acido acético) e fase B (metanol
grau HPLC), com vazdo de 1,0 mL min'!, em gradiente: 15-20 % B (20 min), 20-40 % B (25 min),
40-85 % B (50 min), retornando a 15 % B (10 min). A detecc¢ao foi realizada a 265 nm para

cafeina e teobromina, e a 325 nm para os dcidos clorogénicos mono e di-cafeoilquinicos (3-CQA,
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5-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA).

A identificacdo dos compostos cafeina, teobromina e dcido clorogénico foi realizada
por comparag¢do dos tempos de retengdo com os padrdes analiticos comerciais (Sigma-Aldrich e
Supelco; pureza > 99 %), além da confirmagdo espectral via detector de arranjo de diodos (DAD).
Os derivados dos 4cidos clorogénicos (3-CQA, 4-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA)
foram identificados com base na literatura especializada Gebara et al. (2020), considerando os
tempos de retengdo relativos e o perfil espectral UV-Vis caracteristico de cada composto. Foram
utilizados calculos de razdo entre massas molares e comparacao com padrdes estruturais para
confirmar a identidade dos derivados, mesmo na auséncia de padrdes comerciais individuais
(GEBARA et al., 2017).

Para a quantifica¢do dos derivados do 4cido clorogénico, foi utilizada a curva analitica
do 5-CQA como referéncia. As concentragdes foram ajustadas aplicando-se um fator de corre¢ao
(FC) baseado na razio entre a massa molar do derivado e a do 5-CQA, conforme a Equacdo 3 e
Tabela 3, assumindo comportamento espectrofotométrico semelhante a 325 nm. Essa abordagem
¢ comum em estudos fitoquimicos, permitindo estimar com precisdo os teores de compostos
relacionados.

o M Mderivado

FC (3)

M ms.cQa

Em que:
FC = fator de corre¢ao;
MM gerivago = Massa molar do derivado do 4cido clorogénico considerado (g mol~!);

Mms.coa = massa molar do dcido 5-cafeoilquinico (5-CQA) (g mol~1).

Tabela 3 — Massas molares e fatores de correcao utilizados para os derivados do acido clorogénico.

Composto Massa molar (g.mol ') Fator de correcao (FC)
5-CQA (base) 354,31 1,00
3-CQA 354,31 1,00
4-CQA 354,31 1,00
3,4-diCQA 516,44 1,46
3,5-diCQA 516,44 1,46
4,5-diCQA 516,44 1,46

Fonte: Autoria proépria (2026).

As curvas analiticas foram construidas dentro das faixas de trabalho estabelecidas: O a

75 mg-L™! para teobromina, 0 a 400 mg-L! para cafeina, e 0 a 400 mg-L™! para 4cido clorogénico
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(5-CQA), permitindo a quantificagdo das amostras dentro dos limites lineares do método. Os
teores dos compostos foram calculados a partir da area dos picos cromatograficos, utilizando-
se as respectivas curvas analiticas e aplicando, quando necessério, o fator de dilui¢dao (FD),
considerando o volume total do extrato (Vyuato) € @ massa da amostra seca (Mamosira), S€ndo 0s
resultados expressos em g-100 g™, conforme a Equacio 4:

(H) X F'D X Vextrato
Teor (% m/m) = F(C' x ~—4

“4)

mamostra X 10

onde:

A = area do pico obtida (mAU min);

* a = inclina¢do da curva analitica (mAU min L mg™!);

b = intercepto da curva analitica (mAU min);

F'D = fator de diluicao total da amostra;
* Vextrato = Volume total do extrato preparado (L);

® Mamostra = Massa da amostra seca (g).

FC = fator de corre¢do aplicado ao teor calculado.

42.5.1 Seletividade do método

A avaliagdo da seletividade seguiu as recomendacdes internacionais para validac¢ao de
métodos cromatograficos, conforme descrito pelo ICH Q2 (R1) (2005) e também por Snyder et
al. (2010) , sendo realizada por meio da comparagdo dos tempos de retencdo e dos espectros
de absor¢do no ultravioleta obtidos pelo detector de arranjo de diodos (DAD) para os padrdes
analiticos de teobromina, cafeina e dcido clorogénico (5-CQA), bem como para os extratos de
erva-mate analisados.

A identificacdo dos analitos foi realizada por meio da concordancia entre os tempos
de retencdo dos padrdes analiticos e aqueles observados nas amostras, associada a comparagao
dos espectros de absor¢do UV-Vis extraidos no intervalo de tempo correspondente a cada pico
cromatogréfico, obtidos pelo detector DAD.

A auséncia de coeluicao significativa foi avaliada por meio da andlise da consisténcia

espectral ao longo do perfil do pico, comparando-se os espectros registrados em diferentes pontos
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do tempo de retencdo (inicio, regido central e final do pico). A invariabilidade do perfil espectral
indicou que o sinal analitico corresponde predominantemente ao composto de interesse, sem

evidéncias de interferéncias detectdaveis por variacdo espectral.

4.2.5.2 Linearidade

A linearidade do método cromatogréfico foi avaliada de acordo com as recomendagdes
do ICH Q2 (R1) (2005) e com abordagens estatisticas para calibragcdo analitica descritas por
Olivieri (2015), por meio da constru¢ao de curvas analiticas a partir de solucdes padrdo de teo-
bromina, cafeina e dcido clorogénico (5-CQA), abrangendo faixas de concentracdo compativeis
com 0s niveis esperados nas amostras de erva-mate.

Para a cafeina e o 5-CQA, foram construidas curvas analiticas distintas para as faixas
de baixo e alto teor, enquanto para a teobromina foi utilizada uma tnica faixa de calibracdo. As
curvas foram obtidas por regressdo linear do sinal cromatografico em funcdo da concentracao
dos analitos.

A avaliac@o da linearidade incluiu a andlise do coeficiente de determinacdo (R?), a
inspecdo grafica dos residuos e a verificagdo da homocedasticidade ao longo das faixas de
calibracdo. A homogeneidade da variancia residual foi investigada por meio do teste de Breusch—
Pagan.

Adicionalmente, foram avaliados diferentes modelos de regressao, incluindo regressao
linear simples (ndo ponderada) e regressdes ponderadas pelos fatores 1/x € 1/22, com o objetivo

de investigar possiveis efeitos de heterocedasticidade ao longo das faixas de concentracdo.

4.2.5.3 Determinagdo dos limites de detec¢do e quantificacio

A determinacdo dos limites de detec¢do (LOD) e de quantificagdo (LOQ) foi realizada
a partir dos parametros das curvas analiticas previamente avaliadas quanto a linearidade e ao
comportamento dos residuos, conforme descrito na subse¢ao anterior. A homocedasticidade dos
residuos das regressoes lineares foi verificada por meio do teste de Breusch—Pagan, assegurando
a adequacao do modelo linear para a estimativa estatistica desses limites.

Os valores de LOD e LOQ foram calculados segundo as recomendagdes modernas da
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), conforme descrito por Olivieri

(2015). Essa abordagem adota um tratamento estatistico mais rigoroso do que a defini¢do cléssica,
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ao considerar explicitamente os riscos de erro do tipo I (falsos positivos, ) e do tipo I (falsos
negativos, [3).
O limite de detec¢@o univariado (LOD,,) foi calculado a partir da expressao geral

apresentada na Equacao 5.

t t / 1

t(a,v) e t(f,v) sdo os coeficientes da distribuicdo ¢ de Student, associados as probabilida-

em que:

des e 3, com v graus de liberdade;

* Sc0 € ScLop correspondem aos erros padrdo das concentragdes para o branco e para o nivel

de detecc¢ao, respectivamente;

A é ainclinagdo (slope) da curva de calibragdo;

* [ € o niimero de pontos de calibracdo utilizados;

hg € a alavancagem (leverage) do branco, calculada conforme a Equacéo 6.

(Ccal - C>2
Zz‘I:1(Ci —c)?

onde c., € a concentracdo do branco, c¢; sdo as concentracdes individuais empregadas na calibra-

ho - (6)

cdo e ¢ € a concentragdo média do conjunto calibrado.
Assumindo s. o = S, Lop, hiveis de confianca de 95% (o = 5 = 0,05) e nimero elevado

de graus de liberdade, a Equacgdo 5 simplifica-se para a forma apresentada na Equacao 7.

3.3s 1
LOD, = 2292 1 4 ho+ - 7
2 + 0—|-[ (7)

O termo s,,/, representa o desvio padrdo residual da regressdo, calculado conforme a Equagio 8.

1 )2
Suje = \/ a0 ®)

sendo y; os sinais experimentais medidos e y; os valores previstos pela equacdo da reta.

O limite de quantificagdo (LOQ,,) foi calculado de forma andloga, substituindo o fator
3,3 por 10, conforme a Equagdo 9, de modo a garantir uma incerteza relativa maxima de 10% na

quantificacao.



52

10, s 1
LOQ, = Zy/’/Hhﬁf )

Essa metodologia, descrita por Olivieri (2015), permitiu uma estimativa estatisticamente

mais realista dos limites de deteccdo e quantificacdo, evitando a subestimagdo comum na

defini¢do clédssica baseada em 30panco-

4.2.6 Analise estatistica

Para avaliar a influéncia da sazonalidade e da variabilidade entre clones na composi¢ao
quimica de Ilex paraguariensis, foi conduzida uma andlise estatistica visando comparar os teores
de compostos bioativos (fendlicos totais, flavonoides, cafeina, teobromina, dcido clorogénico e
seus derivados) em um delineamento fatorial 4 x 4, considerando quatro clones (C26, C27, C33
e Aupaba) e quatro estacdes do ano (inverno, primavera, verao e outono). Essa abordagem € mais
adequada ao objetivo do estudo, pois permite avaliar simultaneamente os efeitos principais do
clone e da estagdo, bem como a interagdo entre esses dois fatores, verificando se 0 comportamento
dos compostos bioativos ao longo das estagdes difere conforme o clone avaliado. Todas as
andlises foram conduzidas no ambiente computacional R (R CORE TEAM, 2025), versao 4.4.3,
utilizando a interface RStudio (POSIT TEAM, 2025).

Para cada composto bioativo, foram verificados os pressupostos de normalidade dos
residuos por meio do teste de Shapiro-Wilk e de homogeneidade das variancias pelo teste de
Levene, ambos com nivel de significancia de o = 0,05. Atendidos esses pressupostos, aplicou-se
a ANOVA fatorial com os fatores clone e estacdo do ano. Em caso de significancia estatistica
(p < 0,05), procedeu-se ao teste de comparacdes multiplas de Tukey para identificacdao das

diferencas entre os grupos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONDICOES TERMICAS NO INTERIOR DA ESTUFA AO LONGO DO PERIODO
EXPERIMENTAL

O comportamento térmico didrio registrado na estufa de cultivo durante os periodos

associados ao inverno, primavera, verao e outono ¢ apresentado na Figura 13.

Figura 13 — Temperaturas maxima, média e minima diarias registradas na estufa durante o periodo experi-
mental (agosto de 2024 a maio de 2025).
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Fonte: Autoria prépria (2026).

A distribui¢ao percentual das faixas de temperatura registradas na estufa ao longo
das estacdes do ano estd apresentada na Figura 14. Observa-se variacdo sazonal bem definida
na frequéncia das classes térmicas, evidenciando mudangas expressivas no regime térmico do

ambiente experimental ao longo do ciclo avaliado.
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Figura 14 — Distribuicio percentual da frequéncia de ocorréncia das faixas de temperatura registradas na
estufa, por estacio do ano, no periodo de agosto de 2024 a maio de 2025.
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Fonte: Autoria propria (2026).

Durante o inverno, predominou a faixa de 20-25 °C, seguida da faixa de 25-30 °C,
com baixa ocorréncia de temperaturas superiores a 30 °C, configurando as condi¢des térmicas
mais amenas do periodo experimental e menor exposi¢ao das plantas a episddios de calor. No
outono, verificou-se distribuicao mais equilibrada entre essas duas faixas, com aumento discreto
da frequéncia de temperaturas acima de 30 °C em comparagdo ao inverno, sinalizando uma
transi¢do gradual no regime térmico do ambiente de cultivo.

Na primavera, houve intensificacao progressiva do aquecimento no interior da estufa,
expressa pelo aumento na frequéncia das faixas de 25-30 °C e 30-35 °C. Esse comportamento
tornou-se ainda mais acentuado no verao, estacdo que concentrou a maior frequéncia de registros

na faixa de 25-30 °C e elevada ocorréncia de temperaturas entre 30-35 °C e acima de 35 °C,
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caracterizando o periodo de maior carga térmica sobre as plantas ao longo de todo o experimento.

5.2 DETERMINACAO DE UMIDADE RESIDUAL

A determinacdo da umidade residual das amostras secas € essencial para garantir a
estabilidade e conservacdo do material armazenado, além de permitir a correta quantificacao
dos compostos bioativos, uma vez que os teores sdo expressos com base na massa seca. Essa
umidade refere-se a quantidade remanescente de d4gua apds o processo de secagem padronizado
realizado previamente a andlise.

A Tabela 4 apresenta os valores médios e os respectivos desvios-padrao dos teores de
umidade residual (%) das amostras dos clones C26, C27, C33 e Aupaba de erva-mate, analisadas

nas estacoes de inverno, primavera e verao.

Tabela 4 — Umidade residual (% + desvio-padriao) das amostras secas de diferentes clones de erva-mate,
analisadas em trés estacoes do ano.

Estacao C26 C27 C33 Aupaba

Inverno 4,52 +0,27 4,86 + 0,19 4,71 £ 0,26 4,11 £0,22
Primavera 4,16 + 0,08 4,49 + 0,08 4,42 + 0,05 4,14 + 0,09
Verdo 5,31+£0,18 5,68 £0,10 5,59 £ 0,06 5,07 £0,07
Outono 5,09 £0,07 5,21 £0,04 5,01 £0,03 5,27 £0,09

Fonte: Autoria propria (2026).

Os teores de umidade observados nos diferentes clones e estacdes do ano apresentaram
valores consistentemente baixos, como esperado para amostras de erva-mate ja processadas.
Conforme mostrado na Tabela 4, os valores médios variaram entre 4,11 £ 0,22 % (Aupaba no
inverno) e 5,68 4 0,04 % (C27 no verao).Todos os valores obtidos encontram-se significativa-
mente abaixo do limite maximo de 10 % estabelecido pela Resolu¢cao RDC n.° 277, de 22 de
setembro de 2005, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA, 2005), confirmando
que as amostras secas a 45 °C por 24 horas atendem plenamente aos critérios oficiais de controle
de qualidade e sdo adequadas para andlises laboratoriais subsequentes.

Resultados semelhantes foram relatados por Tomasi et al. (2021), que observaram teores
médios de umidade em torno de 7,52 % em folhas de Ilex paraguariensis secas a 40 °C em
estufa. Ja Frizon et al. (2017) relataram variacdes entre 5,4 % e 6,5 % em folhas submetidas ao
mesmo tipo de tratamento térmico. Assim, os valores obtidos neste estudo encontram-se dentro

da faixa esperada para a espécie e corroboram os dados disponiveis na literatura, reforcando a
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eficiéncia do processo de secagem empregado quanto a reducao da umidade para niveis ideais de

conservagao e posterior extragao dos compostos bioativos.

5.3 DETERMINACAO DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E FLAVONOIDES

5.3.1 Influéncia da sazonalidade sobre os compostos fendlicos totais e flavonoides nos clones

modificados de erva-mate

A Tabela 5 apresenta os teores médios (g:100 g*, base seca) de compostos fendlicos
totais e flavonoides nos clones C26, C27, C33 e Aupaba, avaliados nas quatro estacdes do ano.
Observa-se clara variagc@o sazonal associada ao clone genético, evidenciando uma forte interagao
entre o genotipo e os fatores sazonais.

As curvas analiticas apresentaram linearidade nos intervalos de concentracao utilizados.
Para a determinagdo de compostos fendlicos totais, a curva construida com o padrao de dcido
gdlico foi descrita pela equagdo y = 00,0052z + 0,0258, com coeficiente de determinacdo
R? = 0,9983. J4 para os flavonoides, a curva obtida com o padrio de quercetina apresentou a

equagio y = 0,0080z — 0,0084, com R? = 0,9961.

Tabela 5 — Teores médios (média + desvio padrdo, n = 3) em g.100 g~ em base seca de compostos fenélicos
totais e flavonoides nos clones de erva-mate ao longo das estacdes do ano.

Composto / Clone Inverno Primavera Verao Outono
Fendlicos Totais
C26 5,01 £0,43fg 4,04 £ 0,09 bc 4,56 +£0,23cdef 4,77 £ 0,11 defg
C27 4,46 + 0,31 cdef 5,05 +£0,20fg 6,01 £0,31h 4,93 £ 0,34 fg
C33 4,20 £ 0,36 cde 3,34 £ 0,08 ab 4,89 £ 0,25 efg 5,38+0,11gh
Aupaba 529+0,19¢ 4,12+0,12cd 5,32 £ 0,08 gh 2,81 £0,06a
Flavonoides
C26 0,88 £ 0,04 f 0,77 £0,03¢ 0,52 £ 0,03 ab 0,76 £0,02¢
C27 0,75+0,04¢ 0,72 £ 0,02 de 0,59 £ 0,01 be 0,74 £0,03e
C33 0,62 +0,02¢ 0,65 +0,05cd 0,49+0,01a 0,65 +0,02cd
Aupaba 0,53 £0,01 ab 0,49 +£0,01a 0,51 £0,02 ab 0,50 £0,02a

Letras miniisculas iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos (clone X
estagdo), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, aplicado a ANOVA fatorial.

Os resultados apresentados na Tabela 5 mostram variacdo sazonal consistente e de-

Fonte: Autoria propria (2026).
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pendente do gendtipo para ambos os grupos de compostos. Em relacdo aos fendlicos totais,
o clone C27 atingiu o maior teor durante o verdo (6,01 g-100 g~!), o que representa um in-
cremento de aproximadamente 35 % em relagdo ao inverno (4,46 g-100 g~1). O clone C26
apresentou pico no inverno (5,01 g-100 g=1), cerca de 24 % superior ao observado na primavera
(4,04 g-100 g~1). O comportamento do clone C33 difere dos demais: o menor teor foi registrado
na primavera (3,34 g-100 g~!) e o maior no outono (5,38 g-100 g~1), correspondendo a um
aumento aproximado de 61 % entre essas estacdes. Ja o clone Aupaba manteve valores proximos
entre inverno (5,29 g-100 g~ !) e verdo (5,32 g-100 g !), mas sofreu redu¢iio acentuada no
outono (2,81 g-100 g~ 1), equivalente a cerca de 47 % em relacdo ao verdo. Para os flavonoides
observou-se tendéncia inversa em relacao a sazonalidade: maiores teores no inverno e diminui¢ao
nas esta¢des mais quentes. O clone C26, por exemplo, apresentou 0,88 g-100 g~! no inverno
e 0,52 g-100 g~! no verdo (reducido 41 %); o clone C27 reduziu de 0,75 para 0,59 g-100-g~*
(21 %). Os clones C33 e Aupaba exibiram variagdes menos pronunciadas, sugerindo maior

estabilidade sazonal nesses genoétipos. A Figura 15 sintetiza esses padroes.

Figura 15 — Teores médios de compostos fendlicos totais (a) e flavonoides (b) em diferentes clones de erva-
mate, expressos em g-100-g~!(base seca), de acordo com a estaciio de coleta.
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Fonte: Autoria propria (2026).

A Figura 15a reforca visualmente os padrdes descritos na Tabela 5, evidenciando
diferencas entre os clones e variacdes ao longo das estacdes. O clone C27 apresenta os maiores

teores de fendlicos totais no verdo, enquanto C26 demonstra valores relativamente elevados
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ao longo do ciclo, com maior média observada no inverno. O clone C33 apresenta incremento
gradual dos teores da primavera até o outono. Ja o clone Aupaba apresenta reducao no verao
em comparag¢do as demais estacoes, diferindo do padrdo observado para os demais clones nesse
periodo.

Para os flavonoides (Figura 15b), observa-se maior concentragao no inverno, especial-
mente nos clones C26 e C27, com redugdo nas estagcdes subsequentes. O clone C33 apresenta
variagdo moderada ao longo das estagdes, enquanto Aupaba mantém os menores teores absolutos

entre os clones avaliados.
Figura 16 — Mapa de calor dos teores médios de compostos fenélicos totais (a) e flavonoides (b) em clones de
erva-mate, expressos em g-100-g~! (base seca), em funcio das estacdes do ano.
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Fonte: Autoria proépria (2026).

A Figura 16a, aprofunda a visualizagdo desses padroes, permitindo identificar de forma
mais clara as variagdes sazonais relativas entre os clones. Nota-se que o clone C27 mantém
teores consistentemente elevados de fendlicos totais, alcangando no verdo o valor maximo entre
todos os materiais (6,01 g-100 g=!). O Aupaba exibe alta concentragdo no verdo, mas queda
acentuada no outono, enquanto o C33 apresenta um aumento gradual até atingir o pico nessa
mesma estacio. Essa distribui¢do destaca a influéncia conjunta da genética e da sazonalidade
sobre a biossintese desses compostos.

Na Figura 16b, observa-se um padrdo inverso para os flavonoides, com predominancia
dos maiores teores no inverno e reducao no verdao. O clone C26 apresenta o valor mais elevado
nesse periodo, seguido por C27, enquanto o Aupaba mantém teores mais constantes ao longo
do ciclo. De modo geral, o mapa de calor evidencia de forma integrada as oscilagdes sazonais

contrastantes entre fendlicos totais e flavonoides.
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Os aumentos nos teores de fendlicos durante o verdo podem ser explicados pelas
respostas adaptativas das plantas aos diferentes tipos de estresse ambiental presentes em cada
estacdo. No verdo, a radiacdo solar intensa, juntamente com temperaturas elevadas, provoca
um aumento na produgdo de fendlicos como estratégia de prote¢do contra o fotodano e o calor
excessivo (CAO et al., 2019; CLARO et al., 2024; FERRERA et al., 2016; GAUDE; JALMI,
2025). Esses compostos atuam como filtros solares naturais e antioxidantes, protegendo as células
dos danos causados pelos radicais livres gerados durante o estresse oxidativo (GAUDE; JALMI,
2025).

Por outro lado, durante o inverno, as plantas enfrentam condic¢des de frio extremo, que
também estimulam a sintese de fendlicos e flavonoides como mecanismos de defesa (GAUDE;
JALMI, 2025). Esses compostos ajudam a reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo e
contribuem para a manutencdo da integridade celular em condi¢des adversas (CAO et al., 2019;
CLARO et al., 2024; GAUDE; JALMI, 2025).

Ao comparar com a literatura, observa-se ampla variabilidade nos teores de compostos
fendlicos totais em Ilex paraguariensis, atribuida a diferencas genéticas, ambientais e metodo-
l16gicas. Frizon et al. (2015) avaliaram amostras de diferentes regides do Parand, encontrando
valores entre 2,31 e 16,85 g-100 g1, evidenciando a influéncia ambiental e genética. Croge
et al. (2021), em revisdo abrangente que incluiu Mateos et al. (2018) e Souza et al. (2015),
também relataram ampla variacdo nos teores, confirmada por Mendonga et al. (2025), que, ao
otimizar extracdes hidroetandlicas assistidas por ultrassom e ajustar a proporcado sélido:liquido,
obtiveram valores de até aproximadamente 11,2 g-100 g~ em determinados genétipos. Esses
dados ressaltam que o método extrativo exerce papel decisivo na magnitude dos teores obtidos.
Os niveis encontrados neste estudo (3,34-6,01 g-100 g~!) situam-se na faixa baixa a média da
literatura, condizentes com o tipo de material analisado e a metodologia empregada.

A predominancia foliar das amostras aqui analisadas justifica esses resultados, uma vez
que as folhas concentram maiores niveis de compostos fendlicos devido ao seu papel na defesa
contra radiagdo UV e estresses bidticos, conforme destacado por Croge et al. (2021) e Souza et
al. (2015), que atribuiram os maiores teores foliares a elevada atividade antioxidante e maior
presenca de compostos de defesa (SOUZA et al., 2015; AGUIAR et al., 2024; YIN et al., 2015).

Para flavonoides totais, os teores variaram de 0,49 a 0,88 g-100 g~ (base seca), situando-
se na faixa inferior dos valores encontrados para llex paraguariensis. Estudos como Croge

et al. (2021), Souza et al. (2015) e Mateos et al. (2018) indicam variagdes entre 0,003 e
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0,757 g-100 g1, atribuidas a fatores como condi¢des de cultivo, estdgio de desenvolvimento,
gendtipo e disponibilidade de luz. Bisognin et al. (2019) relataram valores mais elevados (8,73 a
25,15 mg-g~! ou 0,873 22,515 g-100 g~ !), também em extratos foliares obtidos por ultrassom,
reforcando o impacto da eficiéncia extrativa, aspecto confirmado por Mendonga et al. (2025) ao

otimizar parametros na extracao.
5.4 DETERMINACAO DE TEOBROMINA, CAFEINA E CQAS POR CLAE-DAD
5.4.1 Desempenho analitico do método

A seletividade do método cromatogréfico foi avaliada por meio da comparagao dos
tempos de retencao e dos espectros de absorcdo UV obtidos pelo detector DAD entre os padroes
analiticos de teobromina, cafeina e acido 5-O-cafeoilquinico (5-CQA) e os picos correspon-
dentes presentes nos extratos das amostras de erva-mate. Nao foram observadas interferéncias
significativas provenientes da matriz vegetal nos tempos de retencdo dos analitos de interesse,
nem sobreposicao relevante de picos, indicando que as condi¢des cromatogrificas empregadas
permitiram a adequada identificacdo e quantificacdo dos compostos analisados.

Os parametros de calibracdo para teobromina, cafeina e 5-CQA obtidos por CLAE-DAD
estdo apresentados na Tabela 6. A tabela resume as equagdes das curvas analiticas para as faixas
de baixo e alto teor, os coeficientes de determinacao, os limites de detec¢do e quantificagdo, os
valores de p do teste de Breusch—Pagan (BP) e o desvio residual.

Para a cafeina, a curva de calibrac@o para baixo teor foi construida na faixa de 0,0
a 50,0 mg | enquanto a curva de alto teor abrangeu concentracoes de 20,0 a 400,0 mg L.
Para o 4cido clorogénico (5-CQA), a curva de baixo teor foi estabelecida no intervalo de 0,0
a 100,0 mg L', e a curva de alto teor entre 75,0 e 400,0 mg L-'. No caso da teobromina, foi

utilizada uma tnica curva de calibraciio correspondente 2 faixa de 0,0 a 75,0 mg L.
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Tabela 6 — Parametros das curvas analiticas obtidas por CLAE-DAD.

Parametro Teobromina Cafeina 5-CQA
Eq. (baixo) y = 0,9603x + 0,5958 y = 0,7270x + 0,0050 y = 0,9114x + 0,0774
Eq. (alto) - y = 0,7435x + 0,0404 y = 0,8287x + 7,7649

R? (baixo) 0,9998 0,9999 0,9997

R? (alto) - 0,9998 0,9996

Melhor ajuste Linear simples Linear simples Linear simples

LOD (mg L") 1,8021 1,4889 3,2445

LOQ (mg L) 5,4609 4,5119 9,8318

BP (p-valor, baixo) 0,6745 0,1693 0,7008

BP (p-valor, alto) - 0,3293 0,2309

Desvio residual (Sy/a) 0,5015 0,3062 0,8347

Fonte: Autoria proépria (2026).

A andlise dos resultados apresentados na Tabela 6 evidencia excelente linearidade
para todos os compostos analisados, com coeficientes de determinacgdo (RR?) superiores a 0,999,
indicando forte correlagc@o entre a resposta do detector e a concentracdo dos analitos nas faixas
avaliadas. A homocedasticidade dos residuos foi verificada por meio do teste de Breusch—
Pagan, cujos valores de p foram superiores a 0,05, indicando auséncia de heterocedasticidade
significativa e confirmando a adequacdo do modelo linear simples.

Diferentes modelos de ponderagdo, como 1/x e 1/x2, foram avaliados, porém ndo
resultaram em melhorias estatisticamente relevantes no ajuste das curvas analiticas. Assim, o
modelo linear simples ndo ponderado foi selecionado como o mais adequado para a quantificacio
dos compostos. Os baixos valores de desvio residual (s, /,,) corroboram a boa qualidade do ajuste
e a consisténcia dos dados experimentais.

Os limites experimentais de deteccdo (LOD) e quantificacdo (LOQ) foram calculados
a partir das curvas de baixo teor, por serem mais adequadas para a estimativa dos limites
inferiores de resposta analitica. A sensibilidade do método foi avaliada por meio da inclinagao
das curvas analiticas, observando-se pequenas variagdes entre as faixas de concentraciao, sem
comprometimento da linearidade do sistema dentro dos intervalos estudados. Ressalta-se que
LOD e LOQ estdo diretamente relacionados a sensibilidade e a variabilidade da resposta analitica,
sendo dependentes da inclinacao da curva e do desvio padrao do sinal. Os resultados indicaram
desempenho adequado do método para a determinacdo de teobromina, cafeina e 5-CQA nas
amostras de erva-mate. As curvas analiticas correspondentes encontram-se apresentadas no

Apéndice (Figuras 22, 23 e 24), em conformidade com recomenda¢des metodolégicas para
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valida¢dao de métodos analiticos baseados em calibragdo (OLIVIERI, 2015)..

5.4.2 Influéncia da sazonalidade sobre a teobromina, cafeina, d4cido clorogénico e seus deriva-

dos nos clones modificados de erva-mate.

5.4.2.1 Metilxantinas

A Tabela 7 apresenta os teores médios de teobromina e cafeina nos diferentes clones de
erva-mate ao longo das estagdes do ano. Observa-se que as estacdes do ano influenciaram signifi-
cativamente a producdo das metilxantinas, com variag¢des distintas entre os clones, especialmente
nos teores de cafeina durante o verdo.

Tabela 7 — Teores médios (média + desvio padrdo, n = 3) em g.100 g~ em base seca de teobromina e cafeina
nos clones de erva-mate ao longo das estacoes do ano.

Composto / Clone Inverno Primavera Verao Outono
Teobromina
C26 0,35 £ 0,01 cdef 0,17 +0,00a 0,33 £ 0,00 cde 0,34 £ 0,01 cde
C27 0,15+0,00a 0,21 £ 0,01 ab 0,37 £ 0,00 ef 0,27 £ 0,01 bed
C33 0,35 £ 0,01 def 0,32 £ 0,01 cde 0,44 £0,12fg 0,57+£0,01h
Aupaba 0,46 +£0,01¢g 0,26 = 0,00 bc 0,43 £0,01 fg 0,31 £ 0,00 cde
Cafeina
C26 1,05+ 0,02¢ 1,18 £ 0,07 de 1,42 £ 0,02 gh 1,13 +£0,03cd
Cc27 1,19 £ 0,04 de 1,58 £ 0,051 2,41 £0,02] 1,25 £ 0,06 ef
C33 0,34 £ 0,01 ab 0,33 £0,01ab 0,39£0,01b 0,25+0,01a
Aupaba 1,24 £0,02¢ 1,51 £ 0,01 hi 1,34 £ 0,01 fg 1,39 +0,02¢g

Letras miniisculas iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos (clone X
estacdo), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, aplicado a ANOVA fatorial.

Fonte: Autoria proépria (2026).

A andlise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 7 evidencia diferencgas
significativas tanto entre as estacoes do ano quanto entre os clones de llex paraguariensis. De
forma geral, observou-se que as variagdes sazonais foram mais pronunciadas para a cafeina do
que para a teobromina, especialmente nos clones C26 e C27. Em ambos, os teores de cafeina
aumentaram significativamente do inverno para o verdo, com destaque para o clone C27, que
apresentou os maiores valores absolutos ao longo do periodo avaliado.

Para a teobromina, o comportamento foi menos uniforme entre os clones. O C33

destacou-se por apresentar maior teor no outono (0,57 g-100 g—1), diferindo estatisticamente das
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demais estagdes, enquanto o Aupaba apresentou reducao significativa da primavera em relacdo
ao inverno, sugerindo sensibilidade moderada as variacdes sazonais. Ja o clone C27 apresentou
0 maior acimulo de teobromina no verdo, coincidindo com o pico observado também para a
cafeina, o que indica possivel sincronismo metabdlico na rota das metilxantinas sob condigdes
de temperatura mais elevada.

Ao comparar os clones dentro de uma mesma esta¢do, observou-se que o Aupaba
manteve teores consistentemente superiores de teobromina, enquanto o C27 apresentou os
maiores valores de cafeina na maior parte do periodo avaliado.

Como forma de complementar a anélise estatistica e facilitar a visualiza¢do das variacdes
sazonais entre os clones, a Figura 17 apresenta os teores médios de teobromina e cafeina em
formato de gréfico de barras. Essa representagdo gréfica permite observar com maior clareza as
flutuagdes nos teores de metilxantinas ao longo das estagdes do ano, evidenciando os padrdes

individuais de cada clone e destacando as diferencas ja indicadas pelos testes estatisticos.

Figura 17 — Teores médios de compostos teobromina (a) e cafeina (b) em diferentes clones de erva-mate,
expressos em g-100-g~ ! (base seca), de acordo com a estacio de coleta.

(a) Teobromina (b) Cafeina

2,50 2,50

2,00 2,00
" T

o0 on
§ 1,50 § 1,50

o0 o0

1,00 1,00

0,50 0,50

Inverno Primavera Verdo Outono Inverno Primavera Verdo Outono

Clone
B C26 B C27 N 33 [ Aupaba

Fonte: Autoria proépria (2026).

Os teores de teobromina (Figura 17a) apresentaram variagdes significativas entre os
clones e as estagdes do ano, evidenciando influéncia tanto do fator genético quanto das condigdes
sazonais sobre o metabolismo da planta. O clone C26 manteve niveis relativamente altos durante
o inverno (0,35 g-100 g~!), com reducio acentuada na primavera (0,17 g-100 g~!), correspon-

dendo a uma diminui¢ao de cerca de 51 % em relacao ao periodo anterior. O C27 apresentou
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comportamento inverso, com teores mais baixos no inverno (0,15 g-100 g~1) e aumento acentu-
ado no verdo (0,37 g-100 g~1), o que representa um acréscimo de aproximadamente 146 %. O
clone C33 destacou-se pelo aumento progressivo dos teores, atingindo o valor médximo no outono
(0,57 g-100 g 1), o que corresponde a um acréscimo de cerca de 58 % em relagiio ao inverno.
Por fim, o clone Aupaba apresentou o maior teor de teobromina no inverno (0,46 g-100 g~ 1),
enquanto na primavera observou-se uma redugiio expressiva para 0,26 g-100 ¢!, representando
uma queda de aproximadamente 43 % em relagdo ao inverno.

Em relacdo a cafeina (Figura 17b), observaram-se diferengas marcantes entre clones
e estacdes. O C26 apresentou variacao positiva ao longo do ano, com incremento de cerca de
35 % entre o inverno (1,05 g-100 g~!) e o verdo (1,42 g-100 g~1). O clone C27 destacou-se pelo
aumento expressivo de 1,19 g-100 g~! no inverno para 2,41 g-100 g~! no verdo, representando
um acréscimo de aproximadamente 103 %. O C33, por outro lado, manteve os menores teores em
todas as estagdes, variando discretamente entre 0,25 € 0,39 g-100 g1, o que evidencia estabilidade
metabolica e possivelmente menor capacidade biossintética de metilxantinas (ASHIHARA;
CROZIER, 2001; YIN et al., 2015; AGUIAR et al., 2024).

O clone Aupaba apresentou comportamento distinto dos demais. Observou-se aumento
de 1,24 g-100 ¢! no inverno para 1,51 g-100 g~! na primavera, correspondendo a um acréscimo
de aproximadamente 22 %. No verdo, houve leve redugio para 1,34 g-100 g~!, caracterizando
uma flutuac@o sazonal menos acentuada em comparacao aos demais clones.

Para complementar a interpretacdo visual dos resultados, a Figura 18 apresenta a
distribui¢cdo dos teores médios de teobromina e cafeina em formato de mapa de calor. Essa
abordagem gréfica permite uma andlise integrada entre clones e estagdes do ano, facilitando a
identificagc@o de padrdes gerais de acimulo e a comparag@o simultanea entre os compostos. Além
disso, a intensidade das cores evidencia de forma intuitiva as regides de maior concentragao,
permitindo observar com clareza as tendéncias sazonais previamente indicadas nos gréficos de

barras.
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Figura 18 — Mapa de calor dos teores médios de compostos teobromina (a) e flavonoides (b) cafeina na
erva-mate, expressos em g-100-g—! (base seca), em funciio das estacoes do ano.

(a) Teobromina (b) Cafeina
0.6

S
g-100g71
g 100g71
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C33 0.34 0.33 0.39 0.25

-0.5
0.1
Aupaba 0.26 b Aupaba
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Inverno Primavera Outono
Estagdo Estagao

Inverno Primavera Outono

Fonte: Autoria propria (2026).

Para a teobromina Figura 18a, os teores oscilaram entre 0,15 e 0,57 g-:100 g~* (0,15%
a 0,57%), valores compativeis com a faixa de 0,10% a 0,85% reportada por Friedrich et al.
(2017). A similaridade na variacdo entre clones observada em ambos os estudos reafirma o papel
significativo da base genética na regulacdo da via biossintética das metilxantinas (YIN ez al.,
2015).

O perfil fitoquimico do clone C33 destaca-se pela baixa concentragdo de cafeina (ma-
ximo de 0,39 g-100 g~!) contrastada com o acimulo progressivo de teobromina, que atingiu
0,57 g-100 ¢! no outono (Figura 18a). Esses dados sugerem uma baixa eficiéncia na etapa final
da via biossintética, especificamente na atividade da enzima cafeina sintase (CS). O acimulo do
precursor teobromina aponta para um gargalo metabdlico em que a conversdo € inibida, caracte-
rizando o clone C33 como um provdvel genétipo de expressao silenciada para essa enzima. Essa
particularidade torna o material genético valioso para estudos de expressao diferencial, podendo
funcionar como modelo natural para a compreensao da regulacio da sintese de alcaloides na
erva-mate.

No presente trabalho, os teores de cafeina em folhas de Ilex paraguariensis variaram
de 0,25 22,41 g-100 g~! (0,25% a 2,41%), valores superiores aos descritos por Friedrich et al.
(2017), que avaliaram 16 progénies em cinco localidades e encontraram teores entre 0,01% e
1,38%. A maior amplitude observada no presente estudo pode ser atribuida a especificidade dos
clones analisados e a coleta das amostras em diferentes esta¢cdes do ano, o que permite capturar
de forma mais abrangente o efeito da sazonalidade sobre o metabolismo secundario da espécie.

Estudos como o de Benedito et al. (2023) ampliam ainda mais essa variabilidade, indicando
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gamas de cafefna de 0,035 a 2,385 g-100 g~! e de teobromina de 0,0004 a 1,772 g-100 g1,
reforcando a complexidade genética e a influéncia ambiental associadas a espécie.

No mapa de calor da cafeina (Figura 18b), as maiores concentragdes sdo evidenciadas
nas regides correspondentes ao clone C27 durante o verdo, seguidas pelos valores elevados do
clone Aupaba na primavera. O clone C26 também apresenta destaque no verdo, enquanto o
C33 mantém coloracdo mais homogénea e de menor intensidade ao longo de todas as estacoes,
confirmando os teores consistentemente baixos desse clone para esse composto.

E fundamental destacar que a sazonalidade é um modulador chave da biossintese dessas
substancias. Periodos de maior intensidade luminosa e temperatura, como observado no verao,
estdo associados ao aumento da atividade das enzimas metiltransferases, responsdveis pela
producdo de cafeina e teobromina (BLUM-SILVA et al., 2015; RAKOCEVIC et al., 2023;
SHARMA et al., 2019). Tal fato é corroborado por Aguiar et al. (2024) e Wendling e Santin
(2015), que evidenciaram o impacto do sombreamento na diminui¢do do actiimulo de cafeina,
demonstrando que a luminosidade elevada potencializa a rota biossintética das metilxantinas,
provavelmente como mecanismo adaptativo da planta para o estresse oxidativo induzido pela
radiacdo solar.

A relagdo entre os dados observados e a rota biossintética das metilxantinas € essencial
para compreender as variagdes entre clones e estacdes. A biossintese de cafeina e teobromina em
llex paraguariensis segue a sequéncia metabdlica tipica descrita para outras espécies produtoras
de metilxantinas, envolvendo a conversdo de xantosina em 7-metilxantosina, depois em 7-
metilxantina, seguida pela formagdo de teobromina e, finalmente, de cafeina (RAKOCEVIC et
al., 2023; VIGNALE et al., 2025; YIN et al., 2015). Essa via € catalisada por enzimas da familia
das N-metiltransferases, que utilizam S-adenosilmetionina (SAM) como doador de grupos metil.
Entre as principais enzimas envolvidas destacam-se a xantosina metiltransferase (XMT), a
teobromina sintase (TS) e a cafeina sintase (CS), que realiza a metilacao final de teobromina em
cafeina.

Os padrdes observados nos diferentes clones refletem distintas eficiéncias e regulacdes
ao longo dessa rota metabdlica. No clone C27, por exemplo, o pico de cafeina observado no verao
(2,41 g-100 g~1) acompanhado de teores moderados de teobromina sugere elevada atividade
da cafeina sintase, estimulada por fatores ambientais como temperatura e luminosidade, que
aumentam a expressao génica das metiltransferases (AGUIAR et al., 2024; VIGNALE et al.,

2025). Em contraste, o clone C33 apresentou baixos valores de ambas as metilxantinas, o que
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pode indicar reduzida expressao dos genes da via biossintética ou elevada degradacdo de purinas,
limitando a conversdo de teobromina em cafeina. Ja o clone Aupaba demonstrou estabilidade
biossintética ao longo do ano, mantendo teores elevados de cafeina em todas as estacdes, o que
sugere expressao constitutiva das enzimas da via e menor sensibilidade as variagdes ambientais
sazonais.

Além dos fatores climéticos, a disponibilidade de nitrogénio também exerce influéncia
sobre a via biossintética, uma vez que as metilxantinas estdo associadas ao metabolismo do
nitrogénio nas folhas (BENEDITO et al., 2023; RAKOCEVIC et al., 2023). Assim, periodos de
maior atividade fotossintética, como o verdo, tendem a aumentar a disponibilidade de precursores
purinicos e de cofatores como a S-adenosilmetionina (SAM), intensificando a produgdo de
cafeina e teobromina. Ressalta-se, contudo, que o manejo hidrico e a adubagdo foram mantidos
constantes para todos os clones avaliados, de modo que as variagdes observadas podem ser
atribuidas principalmente a sazonalidade e as diferencas genéticas entre os materiais.

A diversidade genética dos clones € outro fator determinante. Cardozo et al. (2010)
relataram coeficientes elevados de herdabilidade para cafeina (75,19 %) e teobromina (66,87%),
o que evidencia um forte componente genético na regulacao dessa via. Polimorfismos nos genes
que codificam enzimas metiltransferases, como DXMT1 e DXMT?2, correspondem a variagdes
naturais na sequéncia do DNA entre diferentes clones de Ilex paraguariensis. Essas enzimas
atuam em etapas-chave da biossintese das metilxantinas, sendo responsaveis pela metilagiao da
teobromina para a formacgdo da cafeina. Assim, diferencas genéticas nesses genes podem alterar a
atividade ou a eficiéncia dessas enzimas, resultando em variacdes na conversao entre teobromina
e cafeina e, consequentemente, nos perfis quimicos observados entre os clones avaliados (YIN et
al., 2015).

Avancos gendmicos recentes também forneceram novas evidéncias sobre a rota biossin-
tética em llex paraguariensis. O sequenciamento gendmico e andlise funcional reportadas por
Vignale et al. (2025) descreveram uma estrutura génica complexa e particular para a biossintese
dessas metilxantinas, distinta de outras plantas produtoras de cafeina, reforcando a base genética
diferenciada para os diferentes perfis metabdlicos observados nos clones.

Dessa forma, os dados obtidos neste estudo e sua comparagdo com as evidéncias nacio-
nais e internacionais mais recentes corroboram que a variacao fenotipica dos teores de cafeina e
teobromina em folhas de erva-mate resulta da combinacao de fatores genéticos (diversidade e

melhoramento), sazonais (estacdo e luz) e fisioldgicos (idade da folha e mecanismo de defesa). A
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integracdo dos resultados com o entendimento da rota biossintética das metilxantinas evidencia
que o verdo representa uma fase de maxima atividade enzimatica para clones responsivos, como
o C27, enquanto clones como Aupaba mantém elevada eficiéncia metabdlica independentemente
da estacdo, e C33 apresenta um perfil de menor capacidade biossintética. Tais achados conso-
lidam conhecimentos fundamentais para estratégias de manejo e melhoramento genético da

espécie.
5.4.2.2 Acido clorogénico e seus derivados

A Tabela 8 apresenta os teores médios de acido clorogénico e seus derivados nos

diferentes clones de erva-mate ao longo das estag¢des do ano.
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Tabela 8 — Teores médios (média + desvio padrio, n = 3) em g.100 g~ ! em base seca de acidos clorogénicos

nos clones de erva-mate ao longo das estacoes do ano.

Composto / Clone Inverno Primavera Verao Outono
5-CQA
C26 0,70 £ 0,03 gh 0,45+0,01b 0,51 £ 0,01 bed 0,54 £ 0,01 cde
C27 0,89 £ 0,01 0,58 £+ 0,03 def 0,60 £ 0,01 ef 0,64 + 0,03 fg
C33 0,50 + 0,01 be 0,35+0,00a 0,69 + 0,03 gh 0,78 0,021
Aupaba 0,97 +0,07k 0,64 + 0,00 fg 0,76 £ 0,01 hi 0,47 +0,01b
3-CQA
C26 2,64 +0,06h 1,37+0,05b 1,65+0,03¢ 230+0,03¢
C27 2,63+£0,03h 1,91 £ 0,07 de 231+£0,06¢ 1,82 £0,09d
C33 1,63 +0,04¢ 0,98 +0,02a 2,00 £0,10ef 2,07 £0,04f
Aupaba 3,07 £ 0,081 1,75 £ 0,00 cd 2,40+0,03¢ 1,22 £0,02b
4-CQA
C26 0,31 + 0,01 ij 0,16 +0,02cd 0,29 + 0,00 hi 0,24 +0,00f
C27 0,33 +£0,00] 0,16 £ 0,01 cd 0,27 £ 0,01 gh 0,15+0,01bc
C33 0,19 £ 0,01 de 0,19 +0,00e 0,33 £ 0,01 0,25+ 0,01 fg
Aupaba 0,32 +£0,02] 0,12 +0,00b 0,24 £ 0,00f 0,06 0,01 a
3,4-di-CQA
C26 0,14+ 0,01 be 0,13 + 0,00 bc 0,30+ 0,01h 0,17 £ 0,00 cde
C27 0,20 £ 0,01 ef 0,15 + 0,01 bed 0,36 £ 0,001 0,11 £0,00b
C33 0,12 +0,00b 0,13 £ 0,00 bc 0,25+0,05¢ 0,18 +0,00de
Aupaba 0,18 £0,01 de 0,12 +0,00b 0,23 £ 0,01 fg 0,05 +0,00a
3,5-di-CQA
C26 2,17 £0,12bc 2,62+0,13de 2,18 £ 0,04 be 2,66 +0,13¢
C27 2,07 £0,04b 4,81+0,12] 4,39 +£0,101 3,87 £0,14 gh
C33 2,31 £ 0,08 bed 1,20 £0,05a 2,44 +0,15cde 3,72 +£0,14fg
Aupaba 3,55+0,10f 4,05+ 0,06h 3,42 +£0,06f 2,22 + 0,06 bc
4,5-di-CQA
C26 0,39 + 0,02 bed 0,43 £ 0,01 cd 0,78 +0,07 g 0,47 +£0,01d
C27 0,35+0,01bc 0,76 +0,06 g 1,16 £0,02h 0,39 £ 0,01 bed
C33 0,32+0,01b 0,57+0,01e 0,75+0,02¢ 0,64 + 0,04 ef
Aupaba 0,36 + 0,03 bc 0,40 + 0,00 bed 0,70 + 0,02 fg 0,15+0,01a

Letras miniisculas iguais indicam auséncia de diferenca significativa entre os tratamentos (clone X
estacdo), pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, aplicado a ANOVA fatorial.

Fonte: Autoria proépria (2026).

A andlise estatistica dos resultados apresentados na Tabela 8 evidencia diferencgas
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significativas tanto entre os clones quanto entre as estacdes do ano para a maioria dos derivados
do 4cido clorogénico. De modo geral, os teores dos dcidos monocafeoilquinicos (5-CQA, 3-CQA
e 4-CQA) e dicafeoilquinicos (3,4-di-CQA, 3,5-di-CQA e 4,5-di-CQA) apresentaram padrdes
distintos de variacdo, refletindo a interacdo entre fatores genéticos e sazonais.

Iniciando pelo 5-CQA, observou-se que os clones Aupaba e C27 apresentaram o0s
maiores teores no inverno (0,97 e 0,89 g-100 g~!, respectivamente), com redugio nas estacdes
subsequentes. O clone C26 apresentou valores intermediarios ao longo do ciclo, enquanto C33
demonstrou incremento progressivo a partir da primavera, atingindo seus maiores teores no verao
€ no outono.

O 3-CQA apresentou concentragdes mais elevadas no inverno para a maioria dos clones,
especialmente em Aupaba (3,07 g:100 g=1) e C26 (2,64 g-100 g 1), com reducdo na primavera e
incremento no verdo. Para o clone C33, verificou-se reduc¢io na primavera e aumento no verao,
sem diferenca significativa entre verao e outono.

Em relagdo ao 4-CQA, os teores foram globalmente inferiores aos demais monocafe-
oilquinicos. O clone C26 manteve valores proximos ao maximo (0,31 g-100 g~!) no inverno,
enquanto Aupaba apresentou declinio acentuado no outono (0,06 g-100 g~1). O clone C33, por
sua vez, deslocou seu maximo para o verdo (0,33 g-100 g—1), diferindo do padrio dos demais.

Entre os derivados dicafeoilquinicos, o 3,5-di-CQA destacou-se pelas maiores con-
centracdes absolutas, variando entre 1,20 e 4,81 g-100 g~!. O clone C27 apresentou teores
significativamente mais elevados na primavera e no verao, Aupaba exibiu valores mais altos no
inverno e na primavera, enquanto C33 apresentou pico no outono, evidenciando comportamentos
distintos entre os gendtipos. Para o 3,4-di-CQA e o0 4,5-di-CQA, ambos mostraram tendéncia
de incremento no verao, sobretudo nos clones C26 e C27, ao passo que C33 novamente se
diferenciou dos demais.

Com o intuito de facilitar a visualizacdo desses padrdes de variagdo, a Figura 19
apresenta os teores médios de dcido clorogénico e seus derivados em formato de grafico de
barras, permitindo observar de forma mais intuitiva as flutua¢des sazonais e as diferencas entre

clones.
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Figura 19 — Teores médios de CQA’s: 5-CQA (a), 3-CQA (b), 4-CQA (c), 3,4-di-CQA (d), 3,5-di-CQA (e) e
4,5-di-CQA (f) em diferentes clones de erva-mate, expressos em g-100-g—! (base seca), de acordo
com a estacao de coleta.
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Fonte: Autoria prépria (2026).

A anélise conjunta dos gréficos evidencia que os compostos fendlicos ndo apresentaram
comportamento sazonal uniforme entre os clones, revelando predominante interacdo Clone x Es-
tacdo. Esse padrao indica que a modulacdo sazonal de cada derivado depende fundamentalmente

do gendtipo, ndo sendo possivel estabelecer uma tendéncia aplicdvel a todos os clones de forma
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simultdnea. Com base no grau de consisténcia observado, os compostos podem ser agrupados
em trés categorias.

O tnico composto a exibir padrdo consistente entre todos os gendtipos foi o 3,4-di-CQA
(Figura 19d), que apresentou pico no verdo com diferenca estatistica em todos os clones (C26:
0,30; C27: 0,36; C33: 0,25; Aupaba: 0,23 g-100 g~!), com incrementos em relagiio ao inverno
de aproximadamente 115 % em C26 e 80 % em C27. Embora os valores absolutos sejam os
menores entre os derivados avaliados, a uniformidade da resposta sugere que a sintese desse
dicafeoilquinico estd vinculada a estimulos ambientais caracteristicos do verdo temperatura e
irradiancia elevadas de forma independente do fundo genético, indicando uma resposta fisioldgica
conservada entre os genotipos.

Em posicdo intermedidria situam-se o 4-CQA (Figura 19¢) e 0 4,5-di-CQA (Figura 19f),
cujos padrdes foram parcialmente consistentes. Para o 4-CQA, C26, C27 e Aupaba apresentaram
maiores teores no inverno (0,31, 0,33 ¢ 0,32 g-100 g_l, respectivamente), enquanto C33 deslocou
seu méximo para o verdo (0,33 g-100 g~!), rompendo com a tendéncia dos demais. Para o
4,5-di-CQA, C26, C27 e Aupaba atingiram maiores concentracdes no verao (0,78, 1,16 e
0,70 g-100 g~1), com destaque para C27, cujo teor aumentou cerca de 230 % em relacdo ao
inverno, enquanto C33 apresentou pico no outono (0,64 g-100 g~1), impedindo a defini¢do de
um padrdo geral para esse composto.

Os compostos 5-CQA (Figura 19a), 3-CQA (Figura 19b) e 3,5-di-CQA (Figura 19e¢)
foram os que exibiram maior grau de interacdo Clone x Estac@o, com inversao do clone pre-
dominante conforme a estacdo e picos ocorrendo em periodos distintos entre os genotipos.
Para o0 5-CQA, Aupaba liderou os teores no inverno (0,97 g-100 g~1), mas reduziu expressiva-
mente no outono (0,47 g-100 g~1), enquanto C33 atingiu seu m4aximo justamente nessa estacio
(0,78 g-100 g~ 1), com redugdo de 36 % em C26 e 35 % em C27 entre inverno e primavera. O
3-CQA seguiu I6gica similar: Aupaba foi dominante no inverno (3,07 g-100 g~!) e apresentou
queda de aproximadamente 43 % até o verdo, enquanto C33 acumulou progressivamente, sem
diferenca estatistica entre verdo e outono. O 3,5-di-CQA, composto de maior concentracao
absoluta entre todos os derivados avaliados, foi também o que apresentou a mais pronunciada
dependéncia genotipica: C27 atingiu pico na primavera (4,81 g-100 g~!, variacio superior a
130 % em relacdo ao inverno), Aupaba exibiu maiores valores na primavera—verao, C33 acumu-
lou progressivamente até o outono (3,72 g-100 g—1) e C26 manteve relativa estabilidade ao longo

de todo o ciclo, sem tendéncia definida.
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Em conjunto, os resultados indicam que a sazonalidade dos dcidos cafeoilquinicos na
erva-mate é mediada principalmente pelo genétipo e ndo pela estagdo de colheita de forma
isolada. A predominéncia da interacdo Clone x Estagdo reforca que estratégias de colheita e
selecdo clonal devem considerar o comportamento especifico de cada genétipo ao longo do ciclo
anual, especialmente quando o objetivo for maximizar o acimulo de compostos bioativos de
interesse.

De forma visual complementar, a Figura 20 apresenta o mapa de calor com a distribui¢do
dos teores dos dcidos clorogénicos entre clones e estacdes, permitindo uma visualizagdo integrada

das variacdes sazonais e das relagdes entre compostos.
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Figura 20 — Mapa de calor dos teores médios de CQA’s: 5-CQA (a), 3-CQA (b), 4-CQA (¢), 3,4-di-CQA (d),
3,5-di-CQA (e) e 4,5-di-CQA (f) em diferentes clones de erva-mate, expressos em g-100-g~ " (base
seca), de acordo com a estacao de coleta.
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Fonte: Autoria proépria (2026).

Observa-se na Figura 20a que o 5-CQA apresenta coloracio intermedidria e distribui¢ao
relativamente homogénea entre os clones e estacdes, confirmando sua estabilidade relativa
ao longo do ano, ainda que com variagdes genotipicas pontuais. O 3-CQA (Figura 20b) exibe
coloracdo mais intensa em Aupaba no inverno e em C33 no outono, evidenciando o deslocamento
sazonal caracteristico desse composto conforme o genétipo. O 4-CQA (Figura 20c) apresenta
coloracdo mais suave em toda a matriz, refletindo seus menores teores absolutos, com leve

intensificacdo em C33 no verdo consistente com o deslocamento de pico ja descrito.
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0 3,4-di-CQA (Figura 20d) destaca-se pela uniformidade da colora¢do mais intensa na
coluna do verdo para todos os clones, confirmando visualmente o padrao consistente identificado
na andlise estatistica. O 3,5-di-CQA (Figura 20e) domina a coloracio nas areas correspondentes a
C27 e Aupaba na primavera e verdo, enquanto C33 apresenta intensificagdo no outono, reforcando
a forte interacdo Clone x Estacdo desse composto. Por fim, o0 4,5-di-CQA (Figura 20f) exibe
colora¢@o mais intensa no verao para C26, C27 e Aupaba, com C33 deslocado para o outono, em
consonancia com os dados numéricos.

O mapa de calor sintetiza visualmente as tendéncias sazonais e genotipicas observadas,
evidenciando que os derivados dicafeoilquinicos tendem a apresentar maiores oscilacdes ao
longo das estagdes, enquanto os monocafeoilquinicos se mantém relativamente mais estaveis.
Essa diferenciacao refor¢a a complexidade do metabolismo dos 4cidos clorogénicos na erva-mate
e destaca que a interacdo entre genétipo e sazonalidade € o principal determinante do perfil
quimico da espécie.

Para complementar a andlise grafica e permitir uma comparacdo quantitativa com
a literatura, os resultados dos acidos clorogénicos foram expressos como o somatdrio total
dos isdmeros mono e dicafeoilquinicos, conforme apresentado na Tabela 9. Essa forma de
agrupamento é amplamente utilizada em estudos fitoquimicos por fornecer uma visao integrada
do acimulo total de compostos da classe dos dcidos clorogénicos, permitindo avaliar a influéncia

conjunta de fatores genéticos e sazonais sobre o metabolismo fendlico.

Tabela 9 — Somatorio total dos acidos clorogénicos (mono- e di-CQA) nos diferentes clones de Ilex paraguari-
ensis ao longo das estacdes do ano (g:100 g~ ', base seca).

Clone Inverno Primavera Verao Outono
C26 6,35 5,16 5,71 6,38
C27 6,47 8,37 9,09 6,98
C33 5,07 3,42 6,46 7,64

Aupaba 8,45 7,08 7,75 4,17

Fonte: Autoria propria (2026).

No presente estudo, os valores somados de dcidos clorogénicos (mono- e di-CQA)
variaram conforme a estagdo, situando-se no inverno entre aproximadamente 5,07 g-100 g+
(C33) e 8,45 g-100 g~ ! (Aupaba) (Tabela 9). Quando comparados aos dados da literatura, observa-
se que em folhas secas de erva-mate comercial os teores de CGA total foram reportados na faixa
de 8,72 13,2 g-100 g~ (LIMA et al., 2016), enquanto outros autores observaram valores de 4,58

a 8,08 g-100 g~! em fragdes submetidas a extracdo especifica de dcidos clorogénicos (BUTIUK
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et al., 2016). Os resultados deste trabalho, embora situados dentro ou ligeiramente abaixo das
faixas superiores, indicam que os clones avaliados apresentam perfil competitivo de acimulo
de CGA, especialmente o clone Aupaba, que se aproxima dos limites superiores descritos na
literatura.

E importante ressaltar que os teores obtidos apresentaram-se inferiores em determinadas
estacoes e clones quando comparados aos valores maximos relatados em outros trabalhos. Tal
discrepancia pode ser parcialmente atribuida a limitac¢des intrinsecas ao protocolo de extracdo
empregado. Mendonga et al. (2025) demonstrou que, para diferentes genétipos de erva-mate,
varidveis como a razao massa/volume de amostra e solvente, a saturacao do solvente e a eficiéncia
do método influenciam de maneira significativa o rendimento de compostos fendlicos. Segundo
os autores, proporcoes inadequadas, com volume reduzido de solvente em relacdo a massa
de amostra, podem ocasionar saturacdo precoce, restringindo a difusdo e a solubiliza¢do dos
compostos. Assim, a razao massa/volume adotada neste trabalho pode ter limitado parcialmente
a extracdo de CGA, refletindo em teores menores que os reportados por métodos mais eficientes.

A sazonalidade mostrou-se um fator modulador relevante da acumulacdo de CGA,
porém com efeito dependente do gendtipo, como evidenciado pela predominante interagao
Clone x Estacao discutida anteriormente. Clones como Aupaba, que mantiveram valores ele-
vados mesmo em periodos de menor luminosidade e temperatura, sugerem maior capacidade
fisiol6gica de sustentar a via biossintética dos fendlicos sob condi¢des menos favoraveis. Em
contrapartida, o clone C33, que apresentou valores reduzidos na primavera (3,42 g-100 g 1),
indica maior sensibilidade ambiental e dependéncia de estimulos externos para ativar a sintese
desses compostos.

Os perfis de acimulo observados refletem a modulacdo ambiental das enzimas-chave da
via fenilpropanoide, especialmente HCT e CQS, cuja expressdo responde a intensidade luminosa,
temperatura e disponibilidade de precursores metabolicos (MATEOS et al., 2018; KOITON et
al., 2022). O maior acimulo verificado no verdo para o 3,4-di-CQA tinico composto com padrio
uniforme entre os clones € consistente com o padrdo relatado para condi¢des de alta irradiancia e
temperatura elevada, quando o incremento fotossintético amplia a disponibilidade de fenilalanina
e demais precursores da rota (KOITON et al., 2022; SOVIGUIDI et al., 2022), corroborando
a hipdtese de que essa resposta tem base enzimética conservada. Para os demais compostos, a
varia¢ao genotipica na expressdo dos genes codificadores das enzimas da rota fenilpropanoide

(SOVIGUIDI et al., 2022; MATEOS et al., 2018) pode explicar os diferentes momentos de
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acumulo observados entre os clones, apontando para uma interacdo complexa entre genética e
ambiente na regulacdo do metabolismo fendlico.

Portanto, os dados obtidos corroboram a importancia dos fatores genéticos, ambientais
e metodoldgicos na determinacdo dos teores de dcidos clorogénicos, reforcando a necessidade de
estratégias integradas de manejo e selecao clonal para otimizacdo da producdo desses compostos

bioativos na cadeia produtiva da erva-mate.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a composi¢do fitoquimica da
erva-mate (Ilex paraguariensis) é fortemente modulada pela interacdo entre fatores genéticos
e sazonais, mesmo sob condi¢des controladas de cultivo. A variabilidade clonal mostrou-se
determinante para o acimulo de metilxantinas e compostos fendlicos, evidenciando que a sele¢dao
do gendtipo € uma ferramenta estratégica para a padronizacio e valorizacdo da matéria-prima.

Entre os clones avaliados, o clone C27 destacou-se pelo elevado potencial de acimulo
de cafeina e compostos fendlicos totais, especialmente no verao, configurando-se como material
genético promissor para aplicagdes que demandam maior efeito estimulante e atividade antioxi-
dante. O clone Aupaba apresentou os maiores teores de teobromina e dcido 3-O-cafeoilquinico,
sobretudo no inverno e no outono, enquanto o clone C26 distinguiu-se pelo maior acimulo de
flavonoides nessas mesmas estacdes. O clone C33, por sua vez, exibiu comportamento metabo-
lico singular, caracterizado por baixos teores de cafeina e concentracdes relativamente elevadas
de teobromina ao longo de todas as estagdes, sugerindo regulacao diferenciada nas etapas de
metilacdo da via biossintética das metilxantinas e indicando potencial para o desenvolvimento de
produtos com menor efeito estimulante.

A andlise dos 4cidos clorogénicos revelou predominante interacdo Clone x Estacdo,
com o 3,4-di-CQA sendo o utnico derivado a apresentar padrao sazonal consistente entre todos
0s genGtipos pico no verdo em todos os clones, enquanto os demais compostos exibiram picos
em estacOes distintas conforme o genétipo avaliado. Esse resultado reforca que a sazonalidade
dos 4cidos cafeoilquinicos € mediada principalmente pela base genética e nao pela estagdo de
colheita de forma isolada. O outono caracterizou-se como estacdo de transicdo metabodlica, com
manutencao de teores elevados de compostos fendlicos e reducdo gradual da cafeina, indicando
seu potencial para colheitas voltadas ao equilibrio entre diferentes classes de metabdlitos.

De forma geral, os resultados demonstram que a escolha combinada do clone e da época
de colheita constitui a principal estratégia para direcionar o perfil fitoquimico da erva-mate,
permitindo a obtenc¢do de matérias-primas com caracteristicas quimicas especificas e previsiveis.
Essa abordagem estd em consonancia com a revisdao de Tomasi et al. (2025), que destaca a
complexa interacdo entre fatores genéticos, ambientais e tecnolégicos na composi¢cao quimica
da espécie. A metodologia padronizada adotada neste trabalho, a0 minimizar vieses analiticos,

permitiu capturar o comportamento fitoquimico intrinseco de cada gendtipo, evidenciando a
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consisténcia e a reprodutibilidade das comparagdes realizadas.

Como perspectivas futuras, recomenda-se a amplia¢do do estudo para diferentes locali-
dades de cultivo, contemplando distintas condi¢des climéticas, a fim de avaliar a influéncia do
ambiente externo sobre a composi¢ado fitoquimica da erva-mate e distinguir de forma mais precisa
os efeitos genéticos daqueles associados as condi¢des ambientais. A comparag@o entre ambientes
poderd contribuir para a compreensdo de como variacdes de temperatura, fotoperiodo e regime
hidrico afetam a regulacdo do metabolismo secundario da espécie, subsidiando a defini¢do de
zonas de cultivo mais adequadas conforme o perfil fitoquimico desejado e orientando estratégias
de selecdo de materiais genéticos mais adaptaveis.

A aplicacdo de técnicas analiticas mais abrangentes, como a cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas, ampliard a caracteriza¢do quimica das amostras e viabilizara
a obtencdo de perfis metaboldmicos mais completos. A geracao de dados dessa natureza permitird
a andlise de componentes principais (PCA), possibilitando uma avaliacdo integrada dos clones
e estacdes do ano e revelando potenciais marcadores metabodlicos associados a adaptacdo e
ao desempenho quimico de cada genétipo. A integracdo dessas abordagens com informagdes
climadticas e sazonais tem potencial para aprofundar a compreensao dos mecanismos fisiolégicos
e bioquimicos envolvidos na plasticidade metabodlica da espécie, fortalecendo a base cientifica
para programas de melhoramento genético e manejo racional da colheita na cadeia produtiva da

erva-mate.
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APENDICE - RESULTADOS DETALHADOS DOS COMPOSTOS FENOLICOS,

FLAVONOIDES, METILXANTINAS E ACIDOS CLOROGENICOS

Figura 21 — Curvas de calibracio para quantificacio de antioxidantes: fenolicos totais e flavonoides.
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Fonte: Autoria prépria (2026).

Figura 22 — Curva analitica para quantificacdo de teobromina
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Figura 23 — Curvas analiticas para quantificacao de cafeina
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Figura 24 — Curvas analiticas para acido clorogénico e os seus derivados.
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Figura 25 — Cromatogramas dos clones C26, C27, C33 e Aupaba no verao. Sinal em 265 nm. Os compostos
indicados sdo: (1) teobromina, (2) cafeina.
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Figura 26 — Cromatogramas dos clones C26, C27, C33 e Aupaba no verio. Sinal em 325 nm. Os compostos
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Figura 27 — Cromatogramas dos padroes utilizados para quantificar os compostos presentes nos extratos de

mAU-min

erva-mate. Sinal em 265 e 325 nm.
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