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Resumo

As folhas de erva mate (llex paraguariensis St. Hil.) sdo amplamente consumidas na forma de chimarréo e
utilizadas em diversos setores da industria alimenticia. Elas podem sofrer adulteracdo por folhas de outras
plantas, o que pode causar danos a satde dos consumidores e apresentar variagdo no teor de cafeina. Assim,
é importante o desenvolvimento de uma metodologia analitica e matematica alternativa visando o controle de
qualidade de folhas de erva-mate. Para isto, a voltametria ciclica em conjunto com o eletrodo de diamante
dopado com boro foi associada a analise exploratoria e supervisionada multivariada dos dados. Os modelos
ASCA combinados com os perfis voltamétricos obtidos a partir das infusdes aquosas de folha de erva-mate
ofereceu resultados significativos sobre o efeito do melhoramento genético e do sombreamento. Os modelos
de discriminagdo PLS-DA alcangaram resultados de 100% de sensibilidade, especificidade e taxa de
eficiéncia. Ndo foram registrados valores para taxas de falso-positivo e falso-negativo. O novo método
desenvolvido se mostra econémico, rapido e amigavel ao meio ambiente para o controle de qualidade de
folhas de erva-mate.
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Introducéo

As folhas de erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.) s&o comumente consumidas na forma
de chimarrdo e possui ampla aplicacdo na industria de alimentos. Elas podem ser adulteradas por
folhas de outras plantas, que podem causar danos a salde dos consumidores e apresentar variacdo
no teor de cafeina e de compostos fendlicos. Nas Ultimas décadas tem-se avaliado a producdo de
plantas quimicamente modificadas, no intuito de variar sua composi¢do quimica, como por
exemplo, plantas com teores variados de cafeina e até mesmo descafeinadas. Neste sentido, estudos
sobre a impressdo digital de plantas tém sido realizados, no intuito de extrair o maximo de
informacdo sobre o cultivo da erva-mate em diferentes condi¢cbes ambientais (variacdo de solo,
sombreamento e irrigacdo), além de abranger a deteccdo de metabolitos presentes na amostra (de
Almeida et al., 2023).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccdo espectrofotométrica, tem

sido amplamente utilizada para obtencédo dessas impressdes digitais metabolémicas (Delaroza et al.,
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2014). Apesar de ser eficiente, demanda tempo e habilidade para manusear o equipamento. Dessa
forma, estudos acerca das impressdes digitais voltamétricas podem ser uma alternativa (Silva et al,
2021). Associado a voltametria ciclica (VC), o eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB)
pode ser usado na obtencdo da impressdo digital. Este eletrodo possui estabilidade quimica em meio
acido e basico, fraca adsorcdo de espécies quimicas na sua superficie, ampla janela de potencial de
trabalho e facilidade de limpeza da superficie.

A andlise de componentes simultaneos ASCA e o0 uso do modelo de discriminacdo PLS-DA,
podem trazer informacdes sobre a presenca ou ndo de cafeina na planta a ser comercializada para
consumo humano (Tormena et al., 2019). A analise ASCA avalia conjuntamente a composi¢do da
erva-mate em virtude da condi¢do ambiental em que a planta é exposta. Enquanto o PLS-DA valida
0 modelo, sendo uma etapa critica para garantir sua robustez e capacidade de generalizacdo para
novos conjuntos de dados, avaliando o modelo a partir de uma série de figuras de mérito.

Em vista do exposto, este trabalho visa desenvolver impressdo digital voltamétrica
empregando o EDDB para a classificacdo de folhas de erva-mate quimicamente modificada
condicionadas em cinco niveis de sombra (0%; 40%; 51%; 76% e 82% de sombreamento) aliada a

tratamentos quimiométricos.

Material e Métodos

As folhas de erva-mate quimicamente modificadas, foram cedidas pela Embrapa Florestas
em Colombo, Parana, Brasil. Elas foram cultivadas em cinco niveis de sombreamento (C1EC40 e
C1EC22 — 0%; C2EC40 e C2EC22 — 40%; C3EC40 e C3EC22 — 51%; CAEC40 e CAEC22 - 76% €
C5EC40 e C5EC22 — 82%). As plantas com codificacdo EC40 séo clones de alta cafeina e EC22
sdo descafeinadas. A extracdo dos metabdlitos presentes nas folhas de erva mate foi feita de acordo
com procedimento descrito por Streit et al., 2007, com algumas modificagfes. Todas as solucgdes
aquosas foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua ultrapura. As solucdes de
trabalho, tais como cafeina, teobromina, teofilina e os acidos clorogénico, p-cumarico, cafeico,
feralico e as saponinas foram preparadas separadamente, em 4agua ultrapura. As medidas
voltamétricas foram realizadas em uma célula de vidro contendo trés eletrodos: auxiliar (placa de
platina), referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e trabalho (EDDB; Windsor Scientific Ltd.). A
célula foi acoplada ao potenciostato PalmSens 3 controlado pelo programa PSTrace 5.9. A
superficie do EDDB foi polida com alumina em pano de camurca e, em seguida, enxaguado
abundantemente com 4&gua ultrapura. Este procedimento foi repetido a cada 5 medidas. O
tratamento dos dados e a analise quimiométrica foram realizados com o programa Matlab R2016b®
(MathWorks, Natick, MA, EUA), usando as ferramentas do PLS_toolbox 8.7®.
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Resultado e Discussoes

Inicialmente, investigou-se o efeito do pré-tratamento catddico, anddico e polimento com
alumina da superficie do EDDB. Para todos estes, observou-se a presenca de dois picos de oxidacao
(~ +0,75 V e +1,5 V) e um pico de reducdo (+0,20 V). Eles correspondem a oxidacao e reducédo de
compostos fendlicos, tais como: acido cafeico, &cido clorogénico e acido ferdlico, e de oxidacdo de
xantinas, tais como: cafeina, teobromina e teofilina, presentes nas infusdes de folhas de erva mate.
O polimento com alumina promoveu uma melhor definigcdo e intensidade de corrente dos picos de
oxidacdo e de reducdo, sendo entdo, este tipo de tratamento de superficie do eletrodo utilizado. Em
seguida, no estudo do eletrolito suporte e pH, observou-se que as melhores respostas (intensidade
de corrente e repetibilidade) foram obtidas em solugdo tampéo fosfato (pH 3,0). Pelo estudo da
velocidade de varredura, observou-se que na velocidade de 50 mV s foi possivel obter melhor
repetibilidade e melhor definicdo dos picos de oxidacdo e de reducdo. Na avaliacdo da precisdo
intermediaria e repetibilidade, os valores de DPR foram inferiores a 15% (Stockl et al., 2009). No
estudo da estabilidade da amostra armazenada durante 30 dias foi obtido DPR inferior a 15%,
indicando que a amostra apresenta estabilidade nesse periodo avaliado.

Para a analise ASCA foram utilizados os perfis voltamétricos de oxidacdo, de redugéo e
ciclico (oxidacdo + reducdo) para os efeitos do melhoramento genético, sombreamento e sua
interagdo na infusdo de folhas de erva mate. Para todos os perfis voltamétricos avaliados o modelo
ASCA mostra que o efeito de melhoramento genético é significativo, ao nivel de confianca de 95%
com p-valor de 0,0001, demonstrando que os efeitos de melhoramento genético, sombreamento e a
interacdo entre eles ocasionam mudancas relevantes no perfil quimico das folhas de erva-mate. O
efeito de sombreamento e de interacdo do melhoramento genético com o sombreamento ao nivel de
confianga de 95%, alcangaram um p-valor de 0,0001, sendo também significativos e demonstrando
que esses efeitos sdo responsaveis por mudancas no perfil metabdlico das folhas de erva mate. Além
disso, a analise da interacdo entre melhoramento genético e sombreamento confirmou as diferencas
geneéticas entre as plantas em todos os perfis voltamétricos avaliados. Demonstrando assim, que o
ASCA em conjunto com a voltametria, € uma ferramenta robusta para monitorar plantas de
erva-mate modificadas quimicamente.

A analise multivariada supervisionada de discriminacdo empregou o modelo PLS-DA que
alcancou excelentes resultados na discriminacdo entre amostras com alto teor de cafeina e
descafeinadas. Todos os modelos alcangaram sensibilidade, especificidade e eficiéncia de 100%,
sem registros de taxas de falso-positivo ou falso-negativo. Demonstrando assim, a construgdo de um
excelente modelo de controle de qualidade através da impressao digital voltamétrica de plantas de

erva-mate quimicamente modificadas.
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Conclusdes

Neste trabalho, a VC em conjunto com o EDDB foram empregados com sucesso no
desenvolvimento de um método de impressédo digital para o controle de qualidade de plantas de erva
mate quimicamente modificadas submetidas a diferentes niveis de sombreamento. O método ASCA
confirmou a diferenga genética entre as plantas modificadas quimicamente. O modelo de
discriminagdo PLS-DA resultou em 100% de sensibilidade, 100% de especificidade e 100% de taxa
de eficiéncia, sendo que para as taxas de falso-positivo e de falso-negativo ndo foram observados
valores. Por fim, além do método ser econdmico, rapido e ambientalmente amigavel, pode ser usado

para a avaliacdo do controle de qualidade de plantas de erva-mate quimicamente modificadas.
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